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NAD	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NHEJ	   Unión	   de	   extremos	   no	   homólogos	   (del	   inglés	   Non-­‐homologous	   end-­‐
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  (del	  inglés	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P	   	   Fosfato	  
pb	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  de	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   en	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   de	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   Polyacrylamide-­‐gel	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  inglés	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   del	  inglés	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  recombinase-­‐activating	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La integridad del material genético de las células de cualquier organismo vivo está 
sometida continuamente a multitud de amenazas, tanto  externas como endógenas. 
Para proteger y preservar la información genética, así como para prevenir la transmi-
sión de aberraciones cromosómicas a la descendencia, los diversos tipos de alteracio-
nes estructurales en el DNA deben  ser detectados y reparados durante todas y cada 
una de las etapas del ciclo celular (Burma et al., 2006; Hoeijmakers, 2001). Para llevarlo 
a cabo, las células eucariotas han desarrollado un conjunto de complejos mecanismos 
que integran la detección del daño en el DNA con la activación de un proceso de seña-
lización que produce la detención del ciclo celular en los puntos llamados de control, 
con el fin de coordinar el proceso de reparación. Si éste se lleva a cabo con éxito el ciclo 
celular continúa, en caso contrario, se induce la apoptosis o muerte celular programa-
da (Harrison y Haber, 2006; Zhou y Elledge, 2000). Todos estos procesos son llevados a 
cabo en las células por grandes complejos macromoleculares, los cuales se ensamblan 
de una forma dinámica en el lugar de la lesión. 
Existen diversos tipos de roturas en el DNA, resultando las roturas de doble cadena 
uno de los más peligrosos para la supervivencia celular. Esto se debe principalmente 
a que si estas roturas no son reparadas correctamente y de una forma rápida, por 
ejemplo, si existe alguna mutación en proteínas de reparación o de control de la proli-
feración celular, se pueden producir aberraciones cromosómicas graves e inestabilidad 
genómica que pueden desembocar en el desarrollo de un proceso cancerígeno (Lie-
ber et al., 2006; van Attikum y Gasser, 2009). Las mutaciones en proteínas implicadas 
en rutas de reparación también pueden provocar inmunodeficiencias y enfermedades 
neurodegenerativas, entre otras patologías, además de generar fenotipos celulares 
sensibles a la radiación. Estas roturas son reparadas en células eucariotas principal-
mente mediante dos mecanismos, dependiendo del momento del ciclo celular en el 
que tenga lugar la rotura, denominados recombinación homóloga y unión de extre-
mos no homólogos (Non-homologous end-joining o NHEJ) (Burma et al., 2006; Povirk, 
2006). Durante el desarrollo de esta tesis se han estudiado el complejo de proteínas 
Xrcc4-DNA ligasa IV, así como la proteína XLF que participan en la ruta de reparación 
de DNA de unión de extremos no homólogos.   
1.1.  Las roturas en la doble cadena de DNA son esenciales en determinados 
procesos celulares
Las roturas en la doble cadena de DNA se caracteriza5n por estar espaciadas entre 
sí de 10 a 20 nucleótidos a lo largo de la cadena de DNA y suelen tener extremos 3’ y 
5’ complementarios, si bien los extremos generados tras la rotura pueden ser de dis-
tintos tipos (Mahaney et al., 2009). Estas lesiones son producidas por diversos agentes 
externos, siendo los más destacados la radiación ionizante (rayos X y rayos γ), así como 
determinados fármacos utilizados en quimioterapia (van Gent et al., 2001). Sin em-
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Figura 1.1. Esquema del proceso de recombinación V(D)J para generar la variabilidad en 
la  respuesta  inmune. En este proceso participan determinadas proteínas del proceso de 
reparación NHEJ, entre ellas, el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV y la proteína Artemis, esencial 
durante la recombinación V(D)J.
bargo, también existen procesos celulares que pueden provocar este tipo de roturas, 
como por ejemplo, el proceso de recombinación V(D)J que genera la variabilidad en los 
anticuerpos y los receptores de antígeno en las células del sistema inmune. El proceso 
de recombinación V(D)J consiste en una reorganización del DNA en regiones específi-
cas del genoma durante el desarrollo de los linfocitos T y B para generar la diversidad 
que caracteriza a la respuesta inmune (Figura 1.1) (Sekiguchi y Ferguson, 2006). En 
este proceso, las nucleasas RAG1 y RAG2 provocan roturas intencionadas en regiones 
concretas de la doble cadena de DNA, conocidas como secuencias de recombinación 
RSSs (Recombination Signal Sequences) adyacentes a regiones de DNA codificantes 
(Figura 1.1, panel 1). A continuación, se aisla el fragmento de DNA localizado entre los 
dos nuevos extremos generados (Figura 1.1, panel 2) y los fragmentos codificantes son 
ligados reconstituyendo la doble cadena de DNA (Figura 1.1, panel 3). Este proceso es 
llevado a cabo por algunas de las proteínas implicadas en el proceso de reparación me-
diante extremos no homólogos (NHEJ), como DNA-PKcs, Artemis (una proteína esen-
cial en este proceso), Ku70/Ku80, Xrcc4 y DNA ligasa IV (Weterings y Chen, 2008). Se ha 
descrito que RAG2 es fosforilada específicamente por DNA-PKcs en un residuo serina, 
y esta fosforilación parece ser importante en la regulación del proceso de unión de los 
extremos del DNA (Hah et al., 2007).
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1.2.  La activación de los mecanismos de señalización celular ocurre en res-
puesta al daño en el DNA
 Cuando ocurre una rotura en la doble cadena de DNA, el nucleosoma, la unidad 
funcional básica del genoma en eucariotas, impide el acceso adecuado de las enzimas 
de reparación al sitio del daño. El nucleosoma está constituido por DNA y diversas 
proteínas, pertenecientes a la misma familia, denominadas histonas. Para superar esta 
barrera, las células poseen un grupo de enzimas encargadas de modificar las histonas, 
así como complejos proteicos que tienen la función de remodelar la cromatina. Los 
primeros llevan a cabo una modificación química de las histonas a través de fosforila-
ciones, acetilaciones o sumoirilaciones, entre otras,  mientras que los complejos remo-
deladores de cromatina rompen los enlaces establecidos entre el DNA y las proteínas 
(van Attikum y Gasser, 2009).  Una vez el DNA se encuentra accesible, se activan los 
mecanismos de transducción de la señal en respuesta al daño en el DNA , los cuales 
están regulados por distintas proteínas quinasas de la familia de las PIKKs (Phospha-
tidylinositol-3 kinase-like kinases), como ATM y ATR (Figura 1.2).
Estas quinasas son reclutadas al sitio de la lesión a través de la interacción directa 
con el DNA dañado o con determinadas proteínas, y activan a continuación a otras mo-
léculas mediante fosforilación (Lovejoy y Cortez, 2009). ATM se activa ante la presencia 
de roturas en la doble cadena de DNA (Jackson, 2002; Shiloh, 2001), mientras que ATR 
responde ante la detención de la horquilla de replicación, uniéndose a DNA de cadena 
sencilla y a las proteínas ATRIP y RPA (Costanzo et al., 2003; Zou y Elledge, 2003). A 
partir de este momento, se activan complejas rutas de señalización celular, las cuales 
variarán dependiendo del tipo de lesión o el estado del ciclo celular en el que se en-
cuentren (Stucki y Jackson, 2006). Estos mecanismos de control tienen como finalidad 
la detención del ciclo celular, impidiendo que se inicien nuevos orígenes de replicación, 
así como la inhibición de la entrada de la célula en mitosis hasta que la rotura haya sido 
reparada y la duplicación del genoma se haya completado. Si el proceso de reparación 
no finaliza con éxito, la célula entra en apoptosis (Cimprich y Cortez, 2008; Lee y Paull, 
2007; Shechter et al., 2004).
1.3.  La reparación de las roturas en la doble cadena de DNA es llevada a 
cabo mediante dos mecanismos diferentes
Existen dos mecanismos principales para reparar las roturas en la doble cadena de 
DNA en las células eucariotas con el objetivo de mantener la integridad del genoma, 
conocidas como recombinación homóloga y unión de extremos no homólogos. Cada 
uno de ellos actúa en diferentes puntos del ciclo celular, aunque se ha observado que 
en determinados momentos del mismo ambos procesos se encuentran activos (Burma 
et al., 2006; Lobrich y Jeggo, 2007).
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1.3.1. El sistema de reparación basado en recombinación homóloga 
Durante los últimos años se ha avanzado de manera significativa en el conocimiento 
de los mecanismos moleculares que dirigen la recombinación homóloga gracias a los 
estudios llevados a cabo en distintos campos como la genética, biología molecular, 
celular y estructural, realizados por diversos grupos de investigación, sobre todo en 
levaduras (Branzei y Foiani, 2008; Helleday et al., 2007). 
MRN
BRCA1
CHK2
ATM
H2AX
53BP1 MDC1
SMC1
p53
ATR
ATR
ATRIP
ATRIP
RAD9
RAD9
RAD17
RAD17
H2AX53BP1
BLM
CHK1
Radiación UV
Errores en la replicaciónRadiación ionizante
P
PP
P
P
P
P
P
P
P
P P
P P
P
P
PP
P
P
P
NHEJ
Recombinación
homóloga
Detención
ciclo celular
Reconocimiento 
del daño
Apoptosis
Figura 1.2. Cascadas de señalización celular activas tras la rotura en la doble cade-
na de DNA. Cuando se produce una lesión en el DNA, se activan múltiples rutas de 
señalización que tienen como objetivo el mantenimiento de la integridad genómica. 
La señal se transmite a través de fosforilaciones (señaladas con “P” en la figura). 
En este proceso participan un conjunto de proteínas, entre ellas el complejo MRN 
(Mre11, Rad51, Nbs1), las quinasas ATM y ATR, la proteína p53, entre otras, cuya ac-
tivación conduce a distintas respuestas celulares (Modificado de Sengupta y Harris, 
2005).
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Los modelos más aceptados hasta la fecha proponen que el proceso de reparación 
mediante recombinación homóloga se encuentra íntimamente relacionado con la re-
plicación del DNA. Los daños producidos en el DNA durante este proceso suponen un 
obstáculo para la progresión de la horquilla de replicación, con el consiguiente riesgo 
de que la información genética no sea transmitida fielmente a las células hijas (Segu-
rado y Tercero, 2009). Por tanto, la reparación de las lesiones producidas en el DNA 
durante su replicación son críticas para el mantenimiento de la estabilidad genómica 
(Branzei y Foiani, 2008). 
 Los estudios llevados a cabo hasta el momento indican que cuando se detecta 
una rotura en el DNA durante la replicación, se produce una eliminación de nucleóti-
dos a partir del extremo 5’-P del DNA. Se genera así un fragmento de DNA de cadena 
sencilla con el extremo 3’-OH accesible, al cual se unen diferentes proteínas constitu-
yendo un filamento de nucleoproteína. Este filamento invade la cromátida hermana 
no dañada con el objetivo de encontrar una región homóloga a lo largo de la cadena. 
Cuando lo hace, desplaza a una de las hebras del DNA,  formándose un heterodúplex 
entre la hebra de la molécula de DNA dañado y la cadena complementaria de su cro-
mátida hermana. A continuación, comienza la síntesis de la nueva cadena a partir de la 
rotura y la hebra recién sintetizada es liberada, la cual aparea de nuevo con la región 
correspondiente en la cromátida donde ocurrió la lesión. Finalmente, los extremos 
son ligados (Cromie et al., 2001; Helleday et al., 2007). Se ha determinado que este 
mecanismo de reparación de DNA permanece activo durante las fases S y G
2
 del ciclo 
celular exclusivamente, puesto que necesita que la cromátida hermana de aquélla que 
sufrió el daño actúe como molde para reparar la cadena dañada. (Branzei y Foiani, 
2008; Lobrich y Jeggo, 2007). Se trata por tanto de una vía de reparación que restaura 
por completo la secuencia de la cadena original.
1.3.2. El mecanismo de reparación mediante unión de extremos no homólogos 
(Non-Homologous End-Joining o NHEJ)
La unión de extremos no homólogos es el mecanismo de reparación predominante 
en  las células de mamífero y se encuentra activo durante todo el ciclo celular (Figura 
1.3) (Burma et al., 2006; Rothkamm et al., 2003). NHEJ es un mecanismo cuyo objetivo 
es la restauración de la integridad estructural cromosómica, aunque ello implique la 
pérdida de nucleótidos. Para ello, aproxima los extremos rotos y, tras su procesamien-
to en el caso de que sea necesario, lleva a cabo la ligación de los mismos.  Por tanto, la 
secuencia de la cadena original no es restaurada en este caso, ya que este proceso no 
utiliza una hebra complementaria que actúe como molde como en el caso de la recom-
binación homóloga, y por tanto se pueden producir errores en la reparación (Mahaney 
et al., 2009). Hasta hace no demasiado tiempo, se pensaba que el NHEJ era un proceso 
exclusivo de las células eucariotas, pero algunas bacterias cuyo ciclo celular transcurre 
mayoritariamente  en fase estacionaria (y por tanto no disponen de la hebra de DNA 
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Ku DNA-PKcs Artemis XLFXrcc4DNA ligasa IV
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Figura 1.3. Esquema del proceso de reparación mediante NHEJ. Cuando se produce una 
rotura en la doble cadena de DNA, el proceso de reparación mediante la unión de extremos 
no homólogos es llevado a cabo  en distintas etapas por un amplio conjunto de proteínas 
que se unen a él en distintos momentos después de producirse y detectarse la rotura.  Entre 
ellas se encuentran la quinasa DNA-PKcs, las polimerasas μ y λ, la nucleasa Artemis, XLF y el 
complejo  Xrcc4-DNA ligasa IV.
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complementaria) también presentan una ruta de reparación similar (Aravind y Koonin, 
2001; Doherty et al., 2001; Weller y Doherty, 2001).
Una intensa labor investigadora llevada a cabo durante los últimos años por diver-
sos grupos ha permitido descifrar los aspectos principales de este mecanismo de repa-
ración. Aunque muchos detalles se desconocen o son controvertidos, existe un cierto 
consenso sobre su modelo básico de funcionamiento (Figura 1.3).  Se ha determinado 
que el complejo de proteínas encargado de detectar el daño producido en el DNA es 
el heterodímero Ku (constituido por las subunidades Ku70 y Ku80), el cual se une a 
cada uno de los extremos generados con una alta afinidad y sin aparente especificidad 
de secuencia una vez producida una rotura en la doble cadena de DNA (Figura 1.3, 2) 
(Downs y Jackson, 2004). A continuación, este complejo se desplaza hacia el interior 
de la molécula de DNA y recluta al resto de proteínas necesarias para llevar a cabo la 
reparación de la lesión. Inicialmente se describió un orden de reclutamiento determi-
nado, pero la mayoría de los modelos actuales proponen que dicho orden puede ser 
muy flexible (Lieber, 2008).
Se ha descrito que una de las proteínas reclutadas por el heterodímero Ku es DNA-
PKcs (del inglés DNA-dependent protein kinase catalytic subunit), una serín/treonín 
quinasa de la familia de las PIKKs (Figura 1.3, 3) (Abraham, 2004; Gottlieb y Jackson, 
1993). DNA-PKcs forma con Ku una holoenzima denominada DNA-PK, encargada de 
aproximar los extremos del DNA, al tiempo que los protege del ataque de nucleasas y 
de una ligación prematura (DeFazio et al., 2002; Weterings y Chen, 2008). Además, se 
ha descrito que la actividad quinasa de DNA-PKcs es requerida para que el proceso de 
NHEJ sea eficiente, aunque su función concreta no se conoce aún de manera precisa 
(Kurimasa et al., 1999). Se ha observado que esta quinasa fosforila a la mayoría de las 
proteínas implicadas en el mecanismo de reparación in vitro, pero se desconoce si 
estas fosforilaciones son necesarias in vivo (Yu et al., 2008b; Yu et al., 2003). También 
se ha descrito que la autofosforilación in vitro de DNA-PKcs tiene como consecuencia 
la pérdida de la actividad quinasa y la disociación del complejo del DNA, por lo que se 
cree que las fosforilaciones pueden ser necesarias para el desensamblaje de las proteí-
nas del DNA una vez reparada la lesión (Chan et al., 2002). 
Se ha demostrado que las especies reactivas de oxígeno y la radiación ionizante son 
capaces de producir un conjunto heterogéneo de roturas en la doble cadena de DNA. 
Según el tipo de extremos que hayan sido generados tras la rotura, puede ser necesa-
ria una fase previa a la ligación en la que tiene lugar un procesamiento de los extremos, 
de manera que las proteínas implicadas pueden ser diferentes en cada caso concreto. 
Algunas de estas proteínas son Artemis, una nucleasa que se une a DNA-PKcs con el 
fin de escindir nucleótidos de los extremos del DNA (Figura 1.3, 3), o las polimerasas μ 
y λ, las cuales se encargan de sintetizar nuevos nucleótidos. Finalmente, la ligación de 
los extremos es llevada a cabo por un complejo constituido por las proteínas Xrcc4 (del 
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inglés X-ray cross-complementing protein 4) y DNA ligasa IV, y dependiendo del tipo 
de extremos a reparar también pueden intervenir otros factores como XLF (del inglés 
Xrcc4-like factor), también conocido como Cernunnos (Figura 1.3, 4 y 5) (Mahaney et 
al., 2009).
El estudio de la maquinaria de reparación que participa en NHEJ constituye una 
diana importante para tratamientos dirigidos a células tumorales sensibles a la radia-
ción, debido a su papel crucial en la reparación de roturas de doble cadena en el DNA 
(Lee et al., 2003). Hasta el momento, el desarrollo de inhibidores frente a DNA-PKcs ha 
sido la estrategia esencial a seguir, pero el complejo de ligación puede ser una diana 
alternativa. Esto es debido a que son proteínas específicas de las rutas NHEJ y  recom-
binación V(D)J, a diferencia de DNA-PKcs y Ku que también se encuentran implicadas 
en funciones celulares adicionales tales como el mantenimiento de los telómeros, la 
transcripción y la apoptosis (Downs y Jackson, 2004). 
1.4.  El proceso de ligación durante la reparación mediante NHEJ es llevado 
a cabo por el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV
La ligación es el proceso central del mecanismo de reparación del DNA mediada por 
NHEJ y requiere la acción conjunta de dos proteínas denominadas en mamíferos Xrcc4 
y DNA ligasa IV (Wu et al., 2009). Este complejo está presente en todos los eucariotas, 
y se expresa constitutivamente en la célula (Grawunder et al., 1998b). En la levadura 
S. cerevisiae estas proteínas se denominan Lif1p (del inglés Ligase interacting factor 
1) y Lig4p (del inglés Ligase 4), respectivamente. El complejo participa exclusivamente 
en la ruta de reparación de DNA conocida como NHEJ, así como en el proceso de re-
combinación V(D)J en las células especializadas del sistema inmune (Critchlow et al., 
1997; Grawunder et al., 1998a; Li et al., 1995). Xrcc4 es una proteína que no presenta 
actividad enzimática, y entre las funciones que se le atribuyen se encuentran la esta-
bilización de DNA ligasa IV, a la vez que estimula su adenilación previa al proceso de 
ligación y la protege de la degradación (Bryans et al., 1999; Modesti et al., 1999).
Recientemente, ha sido descubierto un nuevo factor que participa también en NHEJ 
y al que se ha denominado XLF y Cernunnos (Ahnesorg et al., 2006; Buck et al., 2006). 
La función más importante asignada hasta el momento a XLF es la estimulación in 
vitro de la actividad ligasa del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV en la unión de extremos 
desapareados y no cohesivos, sugiriendo que XLF puede regular su actividad en deter-
minadas situaciones (Gu et al., 2007a; Gu et al., 2007b; Hentges et al., 2006; Li et al., 
2008; Lu et al., 2007; Tsai et al., 2007). Se ha observado que la ligasa es necesaria para 
la formación y función de este complejo ternario, pero existe una gran controversia 
sobre si ésta dirige a XLF al lugar de la lesión en el DNA. Parece que XLF interacciona 
con ella aunque débilmente a través del dominio C-terminal de la ligasa (Andres et al., 
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2007). También se ha descrito que XLF y Xrcc4 interaccionan in vitro a través de sus 
correspondientes dominios N-terminal, aunque esta última no es requerida para el 
reclutamiento de XLF a los lugares de daño en el DNA in vivo (Ahnesorg et al., 2006; Li 
et al., 2008; Yano et al., 2008). 
Xrcc4, XLF y DNA ligasa IV interaccionan además con otros factores del mecanismo 
de reparación NHEJ, así como con DNA (Costantini et al., 2007; Mari et al., 2006; Mo-
desti et al., 1999; Nick McElhinny et al., 2000). El complejo Xrcc4-DNA ligasa IV parece 
ser reclutado por Ku al sitio donde se localiza la lesión en el DNA, y se cree que XLF 
puede hacerlo posteriormente, también mediante la unión al complejo Ku-DNA. XLF es 
a continuación estabilizado y retenido en el punto de rotura gracias a la interacción con 
el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV (Yano et al., 2008), aunque también se ha propuesto 
que DNA-PKcs favorece la retención del complejo  en los extremos del DNA (Costantini 
et al., 2007).
Se ha determinado que Xrcc4, DNA ligasa IV y XLF se encuentran reguladas median-
te fosforilación por DNA-PKcs, al igual que el resto de las proteínas de este mecanismo 
de reparación. Xrcc4 y XLF son fosforiladas in vitro e in vivo en sus respectivos domi-
nios C-terminal, aunque parece que la fosforilación no es esencial para un correcto 
desarrollo del NHEJ y de la recombinación V(D)J, por lo que el significado biológico que 
puedan tener estos procesos permanecen aún sin esclarecer, aunque parecen produ-
cir un incremento en la eficiencia de la ligación. (Critchlow et al., 1997; Drouet et al., 
2005; Lee et al., 2004; Matsumoto et al., 2000;Yu et al., 2008b). Además, se cree que 
la disociación de las proteínas del DNA se puede producir por dichos fenómenos de 
fosforilación una vez finalizada la reparación. 
Se ha observado que las células que carecen o tienen mutaciones en alguna de las 
proteínas Xrcc4, DNA ligasa IV y XLF, muestran defectos en el proceso de recombina-
ción V(D)J que desemboca en inmunodeficiencias y retrasos en el desarrollo (O’Driscoll 
et al., 2001). Además, presentan una extremada sensibilidad a la radiación ionizante e 
inestabilidad genómica, lo cual incrementa la susceptibilidad a desarrollar un proceso 
cancerígeno (O’Driscoll et al., 2001; Riballo et al., 1999; Smith et al., 2003). 
1.5.  Estructura de la DNA ligasa IV, la ligasa específica del proceso de repa-
ración mediante unión de extremos no homólogos
La enzima DNA ligasa IV es un polipéptido de 108 kDa de peso molecular que per-
tenece a la familia de DNA ligasas dependientes de ATP. Las DNA ligasas son nucleoti-
diltransferasas (NTasas), una familia de fosfotransferasas con motivos conservados en 
la secuencia que incluye tanto DNA ligasas como RNA ligasas. Estas enzimas utilizan 
un cofactor, NAD+ o ATP, para catalizar la formación de un enlace fosfodiéster entre 
dos oligonucleótidos (Ellenberger y Tomkinson, 2008). Las DNA ligasas dependientes 
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de NAD+ se localizan en todos los organismos excepto en eucariotas, mientras que las 
ATP ligasas  se encuentran tanto en eucariotas como en procariotas y virus (Shuman, 
2009). El proceso de ligación se encuentra dividido en tres fases (Figura 1.4). En primer 
lugar, un grupo adenilato (AMP) es transferido desde una molécula de ATP (en el caso 
de las ATP ligasas) o NAD+ (en las NAD ligasas) a un residuo lisina localizado en el sitio 
activo de la enzima. A continuación, el AMP es transferido desde la ligasa al grupo 5’-P 
de uno de los extremos del DNA. La adenilación del DNA tiene como consecuencia la 
activación del grupo 5’-P, produciéndose un ataque nucleofílico por parte del grupo 
3’-OH presente en el otro extremo del DNA que desplaza el AMP, uniéndose así cova-
lentemente los extremos de las dos hebras de DNA. Esta reacción es energéticamente 
favorable y esto la hace completamente irreversible (Ellenberger y Tomkinson, 2008).
En eucariotas se han descrito tres familias de DNA ligasas dependientes de ATP: 
DNA ligasa I, III y IV, relacionadas en estructura y secuencia (Figura 1.5). Todas com-
parten una región catalítica que está muy conservada incluso en virus y procariotas, 
y que comprende tres dominios que interaccionan con DNA: un dominio N-terminal 
llamado de unión a DNA (DBD, del inglés DNA binding domain) esencial para finalizar 
con éxito la ligación, el dominio nucleotidiltransferasa o de adenilación (AdD, del in-
glés Adenylation domain) que une el ATP, y un dominio de unión a oligonucleótidos y 
oligosacáridos denominado dominio (OB)-fold (del inglés Oligomer Binding-fold) que 
participa en la transferencia del AMP al residuo lisina localizado en el sitio activo del 
dominio de adenilación (Figura 1.5). Los dominios adyacentes al centro catalítico de 
las DNA ligasas eucariotas son diferentes en cada una de las familias, y son los que les 
confieren la especificidad para llevar a cabo determinadas funciones. Estas regiones 
suelen estar implicadas en interacciones específicas con otras proteínas de reparación 
y/o replicación (Ellenberger y Tomkinson, 2008). En la proteína DNA ligasa IV, la región 
C-terminal adyacente al centro catalítico está constituida por dos dominios BRCT (del 
inglés BReast Cancer Associated gene 1 C-terminal). Estos dominios están conservados 
en multitud de proteínas relacionadas con señalización celular y reparación de DNA 
Lys-NH2 ATP
PPi
P
3’
Lys-NH-AMP Lys-NH2
OH
AMP-P5’
3’OH
5’
Lys-NH2
AMP
5’
3’
Figura 1.4. Mecanismo de ligación en las ligasas dependientes de ATP. La reacción se divi-
de en tres etapas diferenciadas. El AMP es transferido desde una molécula de ATP al sitio 
activo de la enzima, y después a un extremo 5’-P de la molécula de DNA. Tras un ataque 
nucleofílico del extremo 3’-OH sobre el extremo 5’-P se produce la unión covalente entre 
los dos extremos de DNA.
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(Bork et al., 1997; Callebaut y Mornon, 1997; Mohammad y Yaffe, 2009), y se suelen 
encontrar en tándem de 2 a 8 dominios. Se unen a péptidos fosforilados en residuos 
serina y, en menor medida, en treonina, siempre y cuando el tándem sea de dos o más 
dominios (Manke et al., 2003). Se ha determinado que el dominio BRCT1 de la proteí-
na DNA ligasa IV (localizado en el extremo más cercano al dominio N-terminal de la 
proteína) interacciona con las proteínas  XLF y Ku, mientras que el fragmento de unión 
entre las dos BRCT y el dominio BRCT2 (situado en el extremo C-terminal) interaccio-
nan con Xrcc4 (Nick McElhinny et al., 2000; Wu et al., 2009). 
La biología estructural de las DNA ligasas ha avanzado de forma significativa en los 
últimos años con la resolución de la estructura atómica de los dominios catalíticos 
de multitud de ligasas (Figura 1.6). Aunque la estructura cristalográfica de la proteína 
DNA ligasa IV no ha sido aún determinada, las estructuras resueltas de otras ligasas 
han proporcionado nuevos datos sobre la organización de los dominios catalíticos y su 
regulación. Las condiciones en las que se han resuelto estas estructuras varían desde 
aquéllas no unidas a ligando (Ho et al., 1997; Pascal et al., 2006), en presencia de ATP 
(Odell et al., 2000; Pascal et al., 2004) o unidas a DNA (Odell y Shuman, 1999) (Pascal 
et al., 2004). En estas estructuras se puede observar que todas ellas, a excepción de 
las ligasas virales más simples,  forman una estructura abierta en ausencia de DNA que 
adopta forma de C cuando se encuentran formando complejo con el DNA mellado, 
rodeándolo completamente (Figura 1.6, B). Esto es debido a su arquitectura con tres 
dominios que constituyen el núcleo catalítico, y  que le confiere la suficiente flexibili-
dad para abrirse y cerrarse alrededor del DNA (Ellenberger y Tomkinson, 2008). 
Dominios 
catalíticos 
(AdD y OBD)
Dominio de 
unión a DNA 
(DBD)
Dominios 
BRCT
Motivo 
Zinc 
Finger
DNA Ligasa IV
DNA Ligasa IIIα
DNA Ligasa I
Ligasas de 
arqueas
Ligasas de 
virus 
Ligasas 
eucariotas
Señal de
localización 
nuclear 
N C
Lisina
N C
N C
N C
N C
DNA Ligasa IIIβ N C
Figura 1.5. Representación esquemática de los dominios de distintas DNA ligasas depen-
dientes de ATP. Tanto las ligasas de eucariotas, así como las de virus y procariotas com-
parten un núcleo catalítico común  que está conservado evolutivamente, constituido por 
los dominios de adenilación (AdD) y OB-fold (en rojo), y de unión a DNA (DBD) en morado. 
Además algunas de ellas presentan dominios adicionales que les confieren la especificidad 
de su función. 
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A pesar de todas las estructuras resueltas, la única región conocida en la DNA ligasa 
IV son los dominios BRCT junto con el fragmento que las conecta y a través del cuál 
interacciona con la proteína Xrcc4 (Dore et al., 2006; Sibanda et al., 2001; Wu et al., 
2009). Los dominios BRCT se han resuelto como parte de un complejo con varios domi-
nios de Xrcc4 (Figura 1.6, C y Figura 1.8). En esta estructura se aprecia que los dominios 
BRCT presentan las mismas características en el plegamiento que otros dominios de 
la familia previamente resueltos, ya que están conservados, y están constituidas por 
cuatro láminas β paralelas en el centro flanqueadas por tres alfa-hélices (Dore et al., 
2006; Wu et al., 2009).
Como se ha comentado anteriormente, hasta la fecha no se ha resuelto ninguna 
estructura que contenga los dominios catalíticos de DNA ligasa IV, por lo que se desco-
noce actualmente la disposición de esta región relativa a los dominios BRCT y a Xrcc4. 
DNA Ligasa IV
DBD
AdD
OB
AdD OB
DBD
DNA
OB
BRCT1
BRCT2
A
B
C Interacción 
con Xrcc4
Interacción
Xrcc4
DBD AdD OBD BRCTs
N C
i ii
Figura 1.6. Esquema de los dominios de DNA ligasa IV y estructuras atómicas resueltas. 
A) Esquema de dominios de la proteína. B) Estructuras atómicas de los dominios catalíticos 
resueltos en otras DNA ligasas dependientes de ATP, homólogas a DNA ligasa IV, en ausencia 
o presencia de DNA: i, DNA ligasa de Sulfolobus solfataricus (Pascal et al., 2006) (fichero PDB 
2HIV); ii, estructura de la proteína DNA ligasa I humana (Pascal et al., 2004) (fichero PDB 
IX9N). En esta última se aprecia que el núcleo catalítico conservado (dominios AdD y OB, en 
rojo) contacta con los extremos de DNA dañado durante el proceso de ligación. Un tercer 
dominio (DBD, en morado) se encarga de formar el anillo que rodea completamente al DNA. 
C) Estructura atómica de los dominios BRCT de la proteína DNA ligasa IV humana (Wu et al., 
2009) (parte del PDB 3II6, el cual se muestra completo en la Figura 1.7).
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1.6.  Características estructurales de Xrcc4
Xrcc4 es una proteína altamente conservada en todos los eucariotas, y no muestra 
homología con ninguna otra proteína descrita previamente. Xrcc4 fue el tercer gen 
identificado cuyo producto participa en la reparación mediante NHEJ y en la recom-
binación V(D)J, tras el descubrimiento de DNA-PKcs y Ku (Li et al., 1995). Como se ha 
comentado anteriormente, su principal función parece ser la estabilización de la pro-
teína DNA ligasa IV, puesto que forman un complejo constitutivo en la célula. Además, 
estimula su adenilación (Modesti et al., 1999), promoviendo interacciones estables 
con DNA, así como protegiéndola de posibles fenómenos de degradación (Bryans et 
al., 1999; Foster et al., 2006). Durante el desarrollo de esta tesis se han estudiado la 
proteína de ratón por un lado, y la de origen humano en complejo con la proteína DNA 
ligasa IV por otro. La proteína humana contiene 336 residuos y tiene un peso molecular 
de 38 kDa, mientras que la de ratón, homóloga en un 76% a la primera, contiene diez 
residuos menos. Se ha descrito que Xrcc4 existe en la célula como un homodímero 
funcional, y distintos grupos han resuelto diversas estructuras de la proteína mediante 
cristalografía de rayos X (Figura 1.7). En todos los casos, se trata de moléculas trun-
cadas que comprenden alrededor de las dos terceras partes de la proteína. Estas es-
tructuras muestran que Xrcc4 está constituida por un dominio N-terminal globular de 
topología β sándwich y un dominio de alfa-hélices superenrolladas  paralelas de gran 
longitud (alrededor de 120 Å)  en la parte central (coiled-coil). Además, la proteína dis-
pone de un dominio C-terminal que comprende alrededor de un tercio de la molécula 
y cuya estructura y función permanecen aún desconocidas (Junop et al., 2000) (fichero 
PDB 1FU1, Figura 1.7, A y B). También se ha determinado mediante estudios bioquí-
micos y estructurales que dos dímeros pueden interaccionar a través del dominio de 
coiled-coil para dar lugar a un tetrámero, si bien los estudios realizados sugieren que 
estos tetrámeros no tienen relevancia funcional in vivo (Figura 1.7, C) (Junop et al., 
2000; Leber et al., 1998).
Algunas de las estructuras atómicas de Xrcc4 se han resuelto en presencia de al-
gún fragmento de un dominio BRCT de la DNA ligasa IV (fichero PDB 1IK9, Figura 1.8, 
A) o más recientemente junto con ambos dominios (fichero PDB 3II6, Figura 1.8, B) 
(Sibanda et al., 2001; Wu et al., 2009). También ha sido determinada la estructura del 
complejo ortólogo en S. cerevisiae (Lif1p-Lig4p) (fichero PDB 1Z56, Figura 1.8, C) (Dore 
et al., 2006). En todas estas estructuras se puede observar que la región de unión de 
los dominios BRCT de la DNA ligasa IV interacciona con la forma dimérica de Xrcc4 a 
través del dominio coiled-coil (Junop et al., 2000; Sibanda et al., 2001; Wu et al., 2009). 
La estequiometría de la reacción es 2:1 en todos los casos, por lo que se cree que la 
interacción de Xrcc4 con la ligasa impide la formación de tetrámeros, hecho que ha 
sido confirmado mediante experimentos llevados a cabo in vivo (Modesti et al., 2003). 
Se ha observado que Xrcc4 puede interaccionar con moléculas de DNA de gran lon-
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gitud (mayores de 100 pb), tanto en presencia como en ausencia de la ligasa, aunque 
se desconoce la región de interacción (Chen et al., 2000; Modesti et al., 1999). Se 
ha propuesto que puede hacerlo a través de la región del dominio de coiled-coil más 
próxima a la base del dominio N-terminal, ya que es la única que muestra un potencial 
electrostático positivo (Junop et al., 2000; Modesti et al., 1999). Otros autores sugieren 
que la interacción podría localizarse en la región coiled-coil (Sibanda et al., 2001). Por 
último, otros estudios han determinado que Xrcc4 une DNA de forma cooperativa, por 
lo que es posible que posea diferentes puntos de unión a lo largo de la molécula (Junop 
et al., 2000; Modesti et al., 1999). 
A pesar de todas estas estructuras resueltas, aún no se conoce la estructura de la 
proteína Xrcc4 completa, así como la del complejo que forma con la  DNA ligasa IV, algo 
esencial para entender el proceso de ligación.
1.7.  XLF/Cernunnos  interviene  en  determinados  procesos  de  reparación 
mediante NHEJ 
XLF o Cernunnos  es una proteína de reciente descubrimiento que participa en el 
mecanismo de reparación NHEJ y en la recombinación V(D)J (Ahnesorg et al., 2006; 
Buck et al., 2006; Sekiguchi y Ferguson, 2006). XLF fue identificado en el año 2006 
simultáneamente por dos grupos de investigación distintos utilizando abordajes com-
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Figura 1.7. Características estructurales de la proteína Xrcc4. A) Representación esquemá-
tica de los dominios de Xrcc4. B) Estructura atómica del dímero de Xrcc4 de origen humano 
resuelto mediante cristalografía de rayos X, el cual carece del dominio C-terminal (Junop 
et al., 2000) (fichero PDB 1FU1). C) Estructura tetramérica de Xrcc4, caracterizada tanto 
bioquímicamente como mediante técnicas estructurales (Junop et al., 2000).
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Figura 1.8. Estructuras atómicas de regiones de Xrcc4 interaccionando con DNA ligasa IV. 
Xrcc4 interacciona con los dominios BRCT de DNA ligasa IV a través de su dominio coiled-
coil. A) y B) Estructuras resueltas en humanos (archivos PDB 1IK9 y 3II6, respectivamente), 
las cuales contienen parte o la totalidad del dominio BRCT de la DNA ligasa IV (Junop et al., 
2000; Wu et al., 2009). La proteína Xrcc4 tampoco se ha resuelto completa, careciendo de 
su dominio más C-terminal. C) Estructura de un ortólogo del complejo humano resuelto en 
la levadura S. cerevisiae (Dore et al., 2006) (archivo PDB 1Z56).
pletamente diferentes. Por un lado, Buck y colaboradores descubrieron esta proteína 
estudiando pacientes que manifestaban inmunodeficiencias combinadas con sensibi-
lidad a la radiación, síntomas que estaban relacionados con defectos en NHEJ (Buck 
et al., 2006). Mediante estudios de complementación, aislaron el gen que estaba 
mutado en estos pacientes y lo denominaron Cernunnos. Por otro lado, Ahnesorg y 
colaboradores aislaron este nuevo factor mediante ensayos de doble híbrido cuando 
intentaban descubrir proteínas que interaccionaban con el complejo Xrcc4-DNA liga-
sa IV (Ahnesorg et al., 2006). Determinaron que este factor interaccionaba con Xrcc4 
y encontraron que este gen se hallaba inactivo en pacientes con inmunodeficiencias 
combinadas severas, las cuales no eran debidas a mutaciones en ningún otro factor im-
plicado en NHEJ conocido hasta ese momento. Las predicciones de estructura sugerían 
que la proteína descubierta podría tener una estructura similar a Xrcc4 a pesar de su 
baja homología en la secuencia, y por ello se denominó XLF (Xrcc4-like-factor).
Desde su identificación, se ha realizado un importante avance en el conocimiento 
de la función de XLF en el proceso de NHEJ, determinándose que es esencial en algu-
nos procesos de reparación mediante NHEJ cuando los extremos del DNA no pueden 
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ser alineados correctamente porque son incompatibles. Se ha determinado que XLF 
está conservado funcional y evolutivamente en eucariotas en los 220 primeros ami-
noácidos, especialmente en vertebrados, pero sólo en pequeños motivos de secuencia 
(Ahnesorg et al., 2006; Callebaut et al., 2006; Hentges et al., 2006). 
La proteína XLF de origen humano tiene un peso molecular de 33 kDa y está cons-
tituida por tres dominios (Figura 1.9, A). Recientemente, dos estudios independientes 
resolvieron dos estructuras atómicas parciales de XLF mediante cristalografía de rayos 
X, carentes ambas del dominio C-terminal (ficheros PDB 2QM4 y 2R9A) (Andres et al., 
2007; Li et al., 2008). Estos estudios muestran que la estructura terciaria de XLF consti-
tuye un homodímero estructuralmente similar a Xrcc4, a pesar de su escasa homología 
en la secuencia primaria de aminoácidos, principalmente en la región N-terminal y 
parte del dominio coiled-coil (Figura 1.9, B) (Ahnesorg et al., 2006; Andres et al., 2007; 
Callebaut et al., 2006; Li et al., 2008). El dominio coiled-coil en XLF es de tan sólo 60 Å 
de longitud, y al igual que en Xrcc4, se trata de la región de interacción entre los dos 
monómeros. Sin embargo, estas hélices se repliegan sobre sí mismas en una región 
formada por alfa-hélices y regiones desordenadas que se aproximan de nuevo a la 
región N-terminal. Por tanto, el dominio C-terminal de XLF, del cual no se conoce su 
estructura, en este caso se dispone cerca del dominio N-terminal, al contrario que en 
Xrcc4. Estudios de predicción de estructura parecen indicar que esta región no forma 
una estructura definida (Andres et al., 2007; Hentges et al., 2006; Li et al., 2008). Sin 
embargo, se ha determinado que los últimos 75 residuos más próximos al dominio C-
terminal son esenciales para la unión de XLF a DNA. Esta interacción, al igual que en el 
caso de Xrcc4, es dependiente de la longitud del DNA y se ve favorecida por la interac-
ción con Ku (Yano et al., 2008). También se ha determinado que el dominio C-terminal 
es necesario para la activación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV (Andres et al., 2007).
Se ha determinado que XLF y Xrcc4 interaccionan a través de sus dominios N-termi-
nal (Ahnesorg et al., 2006; Li et al., 2008; Yano et al., 2008). Cuando se descubrió XLF 
se pensó en un principio que el monómero podría interaccionar con un monómero de 
Xrcc4 formando un heterodímero, y que esta disposición podría constituir algún me-
canismo de regulación del proceso de ligación. Sin embargo, cuando se resolvió la es-
tructura atómica se observó que no era compatible con esa disposición (Li et al., 2008).
A pesar de los avances producidos en los últimos años, existen muchas incógnitas 
por desvelar en el campo de la reparación mediante NHEJ. Ahondar en el conocimien-
to de las estructuras de los complejos proteicos y su interacción con el DNA ayudará a 
entender mejor el proceso de reparación, oscuro aún en algunos de los pasos y con-
trovertido en muchos otros. 
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Figura 1.9. Descripción estructural de XLF. A) Representación esquemática de los diferentes 
dominios que constituyen XLF. B) Una de las dos estructuras atómicas de XLF resueltas me-
diante cristalografía de rayos X (Li et al., 2008) (fichero PDB 2R9A). C) Estructura atómica de 
Xrcc4 (Junop et al., 2000) (fichero PDB 1FU1). Xrcc4 y XLF comparten ciertas características 
estructurales, pero son muy diferentes entre sí. 
1.8.  La microscopía electrónica aplicada a la reconstrucción tridimensional 
de partículas individuales
La microscopía electrónica de partículas individuales es una técnica que permite el 
estudio de proteínas y complejos macromoleculares utilizando pequeñas cantidades 
de muestra y sin necesidad de obtener cristales. Debido a estas características, se deci-
dió emplear esta técnica para el estudio estructural de las proteínas Xrcc4 y DNA ligasa 
IV implicadas en el mecanismo de reparación NHEJ.
1.8.1.  Perspectiva de la microscopía electrónica de partículas individuales
Las secuencias de aminoácidos que constituyen las proteínas se pliegan de una for-
ma determinada en cada una de ellas para formar dominios compactos con estructuras 
específicas que constituyen las regiones funcionales o sitios activos.  Las propiedades 
funcionales de las proteínas y los complejos macromoleculares que se forman en la 
célula dependen de su estructura tridimensional, por lo que su determinación es esen-
cial para comprender la función que realizan (Branden y Tooze, 1999; Gómez-Moreno 
Calera y Sancho Sanz, 2003; Sali et al., 2003). 
 Existe una gran variedad de técnicas para el análisis estructural de proteínas, 
como la cristalografía de rayos X (Ilari y Savino, 2008), resonancia magnética nuclear 
(Grzesiek y Sass, 2009), microscopía electrónica (Cheng y Walz, 2009), SAXS (Small An-
gle X-ray Scattering) (Neylon, 2008), tomografía electrónica (Jonic et al., 2008), entre 
otras. Cada una de ellas permite alcanzar un determinado nivel de resolución, pro-
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porcionando distintos grados de información estructural del espécimen bajo estudio. 
Por este motivo, es muy interesante que en la actualidad se esté avanzando hacia el 
desarrollo de metodologías que combinen la información estructural obtenida a partir 
de diversas técnicas a distintos niveles de resolución (Nickell et al., 2006; Russel et al., 
2009).
 En este contexto, la microscopía electrónica de partículas individuales tiene 
como finalidad la determinación de la estructura tridimensional de una molécula o 
complejo macromolecular a partir de sus imágenes de proyección obtenidas en el mi-
croscopio. Existen dos requerimientos básicos para realizar un estudio estructural me-
diante microscopía electrónica. Por un lado, la molécula ha de tener un tamaño míni-
mo para que pueda ser observada al microscopio, y por otro, la molécula ha de existir 
en muchas copias idénticas en la muestra bajo estudio (Cheng y Walz, 2009). 
Las ventajas que presenta la microscopía electrónica sobre otras técnicas es que 
permite estudiar, con escasa cantidad de muestra, especímenes biológicos de un am-
plio rango de tamaños, desde estructuras celulares a moléculas individuales, propor-
cionando información desde baja a alta resolución (3,8-40Å) (Frank, 2006; Lucic et al., 
2005). Además, permite obtener información estructural sin necesidad de generar 
cristales previamente, a diferencia de la cristalografía electrónica o la cristalografía de 
rayos X, por lo que se pueden estudiar complejos macromoleculares que no cristalizan 
debido a su flexibilidad o a su elevado tamaño. Otra gran ventaja es que se pueden 
estudiar las proteínas en su estado nativo y en su tampón fisiológico. Por otro lado, 
también permite analizar complejos que presenten heterogeneidad de composición 
o conformación, hecho que dificulta el análisis estructural mediante las técnicas tradi-
cionales (Spahn y Penczek, 2009). En microscopía electrónica el problema de la varia-
bilidad conformacional puede ser afrontado separando las distintas poblaciones com-
putacionalmente. Por tanto, la obtención de estructuras tridimensionales mediante 
microscopía electrónica puede ser particularmente útil en la observación de moléculas 
que presentan heterogeneidad conformacional, aunque es necesario aún un mayor 
desarrollo de nuevas metodologías para poder lidiar con situaciones complejas de gran 
variabilidad estructural (Spahn y Penczek, 2009). 
La microscopía electrónica presenta, sin embargo, limitaciones y desventajas frente 
a otras técnicas estructurales, especialmente en cuanto a la resolución alcanzable. Esta 
resolución está limitada por distintos factores, como diversos defectos de las lentes, el 
bajo contraste de las imágenes obtenidas a partir de especímenes biológicos, el efecto 
de la radiación sobre las muestras y las técnicas de preparación del espécimen. Todos 
estos factores impiden que se alcance la resolución teórica a la que puede llegar la 
microscopía electrónica, que es resolución atómica.  Sin embargo, en los últimos años 
se ha producido un gran desarrollo de nuevos microscopios y dispositivos de toma de 
imágenes, así como un incremento en la velocidad y recursos computacionales y el 
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desarrollo de nuevos algoritmos y programas informáticos. Estos factores, junto con la 
automatización en muchas etapas del procesamiento de partículas individuales, han 
hecho posible que aumente drásticamente el número de estructuras resueltas median-
te microscopía electrónica y también la resolución alcanzada, hasta la obtención de las 
primeras estructuras a resolución quasiatómica (menos de 4 Å) de varios virus icosaé-
dricos (Jiang et al., 2008; Yu et al., 2008a; Zhang et al., 2008). Sin embargo, aunque 
continúa suponiendo un reto bajar de los 10 Å de resolución en moléculas asimétricas, 
con baja simetría o de pequeño tamaño, a día de hoy existen ya algunos ejemplos de 
ello. Entre ellos se encuentran el ribosoma, cuya estructura  ha sido resuelta a 6,7 Å 
(Villa et al., 2009), GroEL a 6 Å (Ludtke et al., 2008) y muy recientemente la chaperona 
Mm-Cpn60 a 4,3 Å (Zhang et al., 2010). En este último caso, los autores han sido ca-
paces además de trazar por primera vez un modelo atómico utilizando únicamente la 
información proveniente de la estructura obtenida mediante microscopía electrónica 
y la secuencia de la proteína.
A pesar de que se ha avanzado mucho en este campo en los últimos años, todavía 
existen muchos problemas metodológicos por resolver, como son la estandarización 
de los métodos utilizados en la determinación de las estructuras, la dificultad para 
estudiar moléculas pequeñas y asimétricas, encontrar un criterio común para validar 
la estructura generada y la necesidad de desarrollar nuevos métodos para resolver la 
heterogeneidad estructural.
1.8.2. Introducción a la metodología empleada en la obtención de una estructura 
tridimensional mediante microscopía electrónica
La determinación de la estructura tridimensional de moléculas biológicas mediante 
microscopía electrónica de partículas individuales comienza por la obtención de una 
muestra purificada y homogénea en solución. En microscopía electrónica es necesario 
en principio que todas las partículas observadas en el microscopio electrónico proven-
gan de la misma molécula, y además en un solo estado conformacional. Sin embargo, 
se están desarrollando en la actualidad herramientas informáticas y computacionales, 
así como técnicas bioquímicas que permitan la separación de moléculas en distintas 
conformaciones y complejos en equilibrio (Kastner et al., 2008; Kelly et al., 2008a; Kelly 
et al., 2008b; Leschziner y Nogales, 2007). 
La muestra a estudiar se deposita sobre un soporte denominado rejilla, la cual ha 
sido recubierta previamente con una fina capa de carbón. Las moléculas de la muestra 
son adsorbidas y se disponen sobre la rejilla preferiblemente en todas las orientacio-
nes posibles, aunque esto depende de la forma de la molécula y la distribución de 
cargas. A continuación, las rejillas han de ser tratadas previamente a su visualización al 
microscopio electrónico, ya que de no ser así, las condiciones de vacío de la columna 
del equipo y la radiación electrónica degradarían la estructura biológica (Cheng y Walz, 
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2009; Llorca, 2005). Existen tres técnicas de preparación del espécimen: tinción negati-
va, vitrificación y criotinción (Frank, 2006; Llorca, 2005). La tinción negativa consiste en 
cubrir la muestra con un agente de tinción, que suele ser una sal de un metal pesado, 
como el acetato de uranilo o formiato de uranilo. Su función es proteger a la muestra 
de la radiación y el vacío de la columna del microscopio, a la vez que aumenta el con-
traste de las imágenes obtenidas. La resolución de esta técnica está limitada en torno 
a los 20 Å por el tamaño del grano del agente de tinción, el cual no puede penetrar en 
determinadas zonas de la molécula (Cheng y Walz, 2009; Llorca, 2005). La criomicros-
copía electrónica es una técnica que consiste en congelar la muestra a gran velocidad 
en etano líquido, por lo que el hielo que se forma es vítreo y no daña al espécimen 
(Dubochet et al., 1988; van Heel et al., 2000). La muestra se mantiene y se visualiza 
congelada a temperatura de nitrógeno líquido (alrededor de -180 ºC), lo cual asegura 
su preservación e hidratación en unas condiciones cercanas a las fisiológicas durante 
la exposición a los electrones (Cheng y Walz, 2009; van Heel et al., 2000). Las imágenes 
obtenidas mediante criomicroscopía proporcionan información estructural de toda la 
molécula, además de permitir obtener una mayor resolución que con las otras técni-
cas. Sin embargo, las moléculas de tamaño menor a aproximadamente 200 kDa sue-
len ser difíciles de estudiar mediante criomicroscopía debido al bajo contraste de esta 
técnica. La criotinción negativa es una técnica intermedia entre las dos anteriores, ya 
que consiste en vitrificar la muestra en una solución que contiene un agente de tinción 
para incrementar el contraste. Esta técnica combina el contraste proporcionado por la 
tinción negativa, a la vez que preserva la estructura nativa de la molécula mediante la 
vitrificación. Sin embargo, la resolución alcanzada suele ser del orden de la obtenida 
con tinción negativa (Adrian et al., 1998).
 Después de colocar la rejilla en el microscopio, a la hora de la toma de datos 
es necesario hacerlo con una dosis mínima de electrones para que éstos no dañen 
la estructura biológica en exceso y se pueda preservar así la máxima información es-
tructural posible. Esto genera un problema adicional, y es que las imágenes tomadas 
presentan una relación señal-ruido muy baja que condiciona el análisis posterior de 
las imágenes. Los electrones, al atravesar el espécimen interaccionan con él y  llegan 
a un detector que recoge la información, y que puede ser una cámara CCD (Charged 
Coupled Device) o placas fotográficas (van Heel et al., 2000). En el primer caso, las imá-
genes se toman en formato digital, mientras que en el segundo se requiere un paso de 
digitalizado previo al procesamiento de imagen.
Una vez tomadas las micrografías necesarias, se procede a extraer miles de imáge-
nes de moléculas individuales a partir de un fichero digital de las micrografías, y a reali-
zar el procesamiento de imagen y análisis computacional para determinar la estructura 
tridimensional del objeto (Figura 1.10). El procesamiento de imágenes puede llevarse a 
cabo mediante distintos paquetes informáticos, cada uno de los cuales utiliza diferen-
tes estrategias en cada uno de los pasos descritos anteriormente. Entre los más cono-
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cidos y usados se encuentran EMAN (Ludtke et al., 1999), SPIDER (Frank et al., 1996), 
IMAGIC (van Heel et al., 1996) y XMIPP (Marabini et al., 1996; Sorzano et al., 2004). Es-
tos paquetes contienen un conjunto de operaciones y comandos aplicables a los datos 
obtenidos mediante microscopía. Estos comandos presentan multitud de parámetros 
que necesitan ser controlados y supervisados por el usuario, de forma que todo el 
proceso de reconstrucción requiere la interacción y toma de decisiones del usuario. Es 
importante destacar que las imágenes tomadas en el microscopio electrónico son pro-
yecciones en dos dimensiones de moléculas individuales del espécimen bajo estudio, 
las cuales recogen toda la información contenida en la molécula en esa dirección. Estas 
imágenes representan diferentes vistas del espécimen, siempre y cuando éste se haya 
dispuesto sobre la rejilla en diferentes orientaciones. Además, las imágenes tomadas 
en el microscopio electrónico están afectadas por un efecto conocido como función 
de transferencia de contraste o CTF (Contrast Transfer Function). Este efecto proviene 
de las aberraciones de las lentes del microscopio, y está modulado por el desenfoque 
utilizado para visualizar las imágenes, además de por  la coherencia de los electrones 
emitidos. Para obtener la estructura de la molécula original es necesario determinar y 
corregir estos efectos, con el fin de poder recuperar la máxima información contenida 
en las imágenes de proyección.
 Posteriormente, las imágenes correspondientes a vistas similares de las molé-
culas se alinean, clasifican y promedian sin utilizar más información que la contenida 
en los propios datos, con el objetivo de aumentar la señal y reducir el ruido producido 
por la baja dosis de electrones empleada en la adquisición de las imágenes. Técnica-
mente, este proceso se conoce como obtención de imágenes medias libres de patrón. 
Las diferentes clases obtenidas tras la clasificación representan las diferentes vistas de 
la molécula en diferentes orientaciones, siempre y cuando todas las moléculas proven-
gan del mismo espécimen y en la misma conformación. Este análisis en dos dimensio-
nes puede facilitar por sí solo información relevante sobre la estructura de la molécula 
y a veces puede ser utilizada como estrategia para localizar regiones dentro de un 
complejo de proteínas (Figura 1.10).
A continuación es necesario determinar la orientación relativa entre las medias ob-
tenidas para reconstruir la estructura de la que provienen. Encontrar la relación an-
gular correcta es uno de los pasos limitantes en microscopía electrónica, por lo que 
se pueden cometer errores en la asignación que pueden dar lugar a estructuras inco-
rrectas. Si la molécula se ha dispuesto en todas las orientaciones posibles, existirá una 
buena cobertura de ángulos a la hora de realizar la reconstrucción tridimensional, la 
cual es necesaria para obtener la estructura correcta (Llorca, 2005). Exiten diferentes 
estrategias para determinar la relación angular, pero todas pasan por la obtención de 
un modelo inicial. Éste puede ser generado a partir de los propios datos mediante el 
procedimiento denominado “líneas comunes” o bien de manera independiente a és-
tos. Este mapa inicial es luego refinado con el conjunto de datos en un proceso iterati-
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vo hasta obtener un modelo final. Una vez obtenida la estructura, se procede al cálculo 
de resolución para determinar el grado de detalle y la información proporcionada por 
la estructura de la molécula. Existen diversas formas de determinar la resolución, pero 
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Figura 1.10. Representación esquemática del proceso de reconstrucción de partículas in-
dividuales mediante microscopía electrónica. Las imágenes de proyección que se obtienen 
experimentalmente se relacionan con rotaciones específicas en los ejes X, Y y Z de la estruc-
tura tridimensional correspondiente. 
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existe controversia al respecto porque no hay un criterio unificado para llevarlo a cabo 
(Rosenthal y Henderson, 2003; van Heel y Schatz, 2005). 
 Finalmente, todo análisis realizado mediante microscopía electrónica requiere 
una verificación e interpretación del volumen final obtenido, siendo éste otro de los 
pasos complicados en el proceso. Si existen estructuras atómicas resueltas mediante 
otras técnicas, se puede realizar un ajuste de las mismas en el mapa obtenido median-
te microscopía. Si no existen estructuras disponibles, se puede llevar a cabo la localiza-
ción de subunidades o dominios mediante marcaje con anticuerpos, oro, proteínas de 
fusión o péptidos, deleción de dominios, entre otras estrategias.
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El objetivo general de esta tesis doctoral es profundizar en el conocimiento estruc-
tural del proceso de reparación de roturas de la doble cadena del DNA mediante el 
mecanismo de unión de extremos no homólogos. 
Para alcanzar este objetivo, se han planteado los siguientes objetivos concretos:
• Purificación y caracterización bioquímica de la proteína Xrcc4 y del complejo 
Xrcc4-DNA ligasa IV
• Determinación de la estructura de la proteína Xrcc4 mediante microscopía elec-
trónica
• Caracterización estructural del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV mediante micros-
copía electrónica
• Purificación de la proteína XLF y análisis de su interacción con el complejo Xrcc4-
DNA ligasa IV
	  
MATERIALES Y 
MÉTODOS
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3.1.  Clonación, expresión y purificación de proteínas 
Tanto la clonación como la purificación de las proteínas Xrcc4, así como del com-
plejo Xrcc4-DNA ligasa IV  y las proteínas XLF trucadas fueron llevadas a cabo como 
parte de la colaboración con el grupo del profesor Laurence Pearl en el Instituto de 
Investigación del Cáncer (Institute of Cancer Research), Londres. Todas ellas aparecen 
detalladas en la Tabla 3.1.
3.1.1. Clonación, expresión y purificación de Xrcc4 de Mus musculus
El cDNA de la proteína Xrcc4 de ratón se clonó en el plásmido pRSET-B (Invitro-
gen). Para la expresión de la proteína se utilizó la cepa E.coli BL21-CodonPlus (DE3) de 
Stratagene. La proteína Xrcc4 expresada contenía un polipéptido de seis residuos de 
histidinas en su extremo N-terminal y se purificó mediante cromatografía de afinidad 
sobre una columna de Ni-NTA (Clontech). A continuación se realizó una cromatografía 
de intercambio aniónico sobre una columna HiTrap Q (GE Healthcare). Por último, se 
llevó a cabo una cromatografía de exclusión molecular en una columna Superdex 200 
(GE Healthcare). La proteína se obtuvo a una concentración final de 22 µM en un tam-
pón que contenía 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 10% glicerol, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2 
mM DTT y 0,1 mM PMSF.
3.1.2. Clonación, expresión y purificación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV huma-
no
Para la coexpresión de las proteína Xrcc4 y DNA ligasa IV se utilizó el plásmido 
pFastBac Dual (Invitrogen). El cDNA de la proteína Xrcc4 se clonó en el sitio de restric-
ción de la enzima StuI. El cDNA de la proteína DNA ligasa IV fue clonado entre los sitios 
de restricción BamHI y NotI. Durante el clonaje se fusionó en fase el cDNA de la proteí-
na con la secuencia correspondiente a seis residuos de histidinas, de modo que a partir 
de este plásmido se pudiera expresar la proteína His6-DNA ligasa IV. La expresión de las 
proteínas se llevó a cabo mediante la infección de células SF9 con baculovirus recom-
binantes derivados del plásmido anterior (sistema Bac-to-Bac de Invitrogen). Para rea-
lizar la purificación del complejo Xrcc4-His6-DNA ligasa IV las células se centrifugaron y 
se lisaron con un tampón que contenía 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 250 mM NaCl, , 5% gli-
cerol, 1 mM DTT e inhibidores de proteasas sin EDTA (Roche). Para la purificación de la 
proteína presente en la fracción soluble, se realizó un primer paso de cromatografía de 
afinidad sobre una matriz de Ni-NTA (Clontech) equilibrada con el tampón de lisis. La 
resina se lavó con el mismo tampón suplementado con imidazol a una concentración 
de 5 mM, y la proteína retenida se eluyó posteriormente con un tampón que contenía 
50 mM Tris-HCl pH 7,0, 50 mM NaCl, y 250 mM imidazol.  Las fracciones que contenían 
el complejo se diluyeron con un tampón 30mM Tris-HCl pH 8,0, 50 mM NaCl, 2 mM 
DTT y y se purificaron a través de una columna de intercambio aniónico HiTrap Q (GE 
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Healthcare) de 5 ml. El complejo se eluyó con un gradiente lineal de NaCl de 50 a 600 
mM. A continuación, la proteína eluida se purificó utilizando una columna de heparina. 
Finalmente, se realizó una cromatografía de exclusión molecular empleando una co-
lumna Superdex 200 (GE Healthcare) que permitió purificar el complejo a homogenei-
dad. La concentración final del complejo purificado fue de 2,8 µM, en un tampón que 
contenía 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM NaCl, 1 mM DTT y 5% glicerol.
3.1.3. Clonación, expresión y purificación del complejo Xrcc4(∆214-336)-DNA 
ligasa IV .
El complejo constituido por una versión truncada de Xrcc4, Xrcc4(∆214-336), unida 
a DNA ligasa IV completa se purificó siguiendo métodos similares. Para facilitar la puri-
ficación de las proteínas se expresó Xrcc4 con una cola de seis histidinas en su extremo 
N-terminal. El complejo se purificó a una concentración de 39 µM en un tampón 20 
mM Hepes pH 7,0, 300 mM NaCl, 6 mM DTT y 30% glicerol.
3.1.4. Clonación, expresión y purificación de XLF humana, XLF(∆242-299) y 
XLF(∆248-299)
El cDNA de la proteína XLF silvestre (residuos 1-299), así como de las proteínas 
truncadas XLF(∆242-299) y XLF(∆248-299) se clonaron en el plásmido pGEX-6P1. Este 
plásmido permite la expresión de proteínas en fase con un polipéptido de GST en el 
extremo N-terminal. Para la expresión de las proteínas se utilizaron las cepas E.coli Ro-
setta2 y BL21(DE3). Las células se dejaron crecer hasta una OD600 de 0,6 y la expresión 
se indujo empleando distintas concentraciones de IPTG, desde 0,1 mM a 1 mM, utili-
zando distintas temperaturas (16ºC a 37 ºC) y distintos tiempos (desde 10 h a toda la 
noche). Se lisaron las células mediante sonicación en un tampón que contenía 20 mM 
Tris-HCl pH 7,0 y 200 mM NaCl. La proteína contenida en la fracción soluble se incubó 
con una resina de glutatión-sefarosa (GE Healthcare) y la proteína retenida se eluyó 
Nombre Origen Residuos P.Molecular
Xrcc4 Ratón 1-326 32 kDa
Xrcc4-DNA ligasa IV Humano 1-336; 1-911 180 kDa
Xrcc4(Δ214-336)-
DNA ligasa IV
Humano 1-213;1-911 150 kDa
XLF Humano 1-299 30 kDa
XLF(Δ242-299) Humano 1-241 24 kDa
XLF2(Δ248-299) Humano 1-247 24 kDa
Tabla 3.1. Proteínas y complejos estudiados en esta  tesis. En la tabla se especifican los 
nombres utilizados para cada proteína o complejo, así como la fuente de purificación, el 
número de resisduos que tienen y su peso molecular.
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con glutatión y tras un proceso de diálisis se icubó con la proteasa 3C durante toda la 
noche. La identidad e integridad de las proteínas se confirmó mediante espectrome-
tría de masas. 
3.1.5. Purificación de Xrcc4 mediante centrifugación preparativa en gradientes de 
glicerol 
Se depositaron 10 µl de la proteína Xrcc4 a una concentración de 22 µM sobre un 
gradiente de glicerol discontinuo del 0% al 60%. Como control, una solución de diver-
sos marcadores (BioRad) fueron analizados en paralelo. La centrifugación se llevó a 
cabo en una ultracentrífuga Beckman TL-100 equipada con un rotor TLS-55 durante 24 
horas a 25000 rpm y 4ºC. Se recogieron fracciones de 100 µl desde la parte superior 
del gradiente y se analizó la presencia de la proteína Xrcc4 en las mismas mediante 
electroforesis SDS-PAGE. 
3.1.6. Purificación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV mediante cromatografías de 
exclusión molecular
El complejo Xrcc4-DNA ligasa IV se analizó mediante cromatografía de exclusión 
molecular. Se aplicó el complejo a una concentración 2,3 µM sobre una columna Su-
perdex 200 equilibrada con un tampón que contenía 20 mM HEPES pH 7,5, 200 mM 
NaCl, 5% glicerol.
3.2.  Electroforesis en condiciones nativas y desnaturalizantes (SDS-PAGE)
El análisis de las proteínas se realizó mediante electroforesis en condiciones desna-
turalizantes o nativas, utilizando geles del porcentaje adecuado en cada caso. El tam-
pón empleado en las electroforesis en condiciones desnaturalizantes contenía Tris-HCl 
25 mM, Glicina 190 mM y SDS 0,1%. Las muestras se cargaron en un tampón que 
contenía Tris-HCl 30 mM pH 6,8, SDS 1%, B-ME 5%, glicerol 10%, azul de bromofenol 
0,25 mg/ml. El tampón empleado en las electroforesis en condiciones nativas estaba 
constituido por Tris-HCl 25 mM pH 8,0 y glicina 190 mM. La electroforesis en condicio-
nes nativas se desarrolló en un tamón TBE constituido por Tris 90mM, ácido bórico 90 
mM, EDTA  2,5 mM, pH 8,3. 
Una vez realizada la electroforesis, los geles se revelaron de distintas formas:
Tinción con Coomassie. La solución de tinción contiene Coomassie Brilliant Blue 
R-250 (BioRad) 1mM, etanol 48% v/v y ácido acético 25% v/v. La solución de destinción 
está compuesta por ácido acético 10% y etanol 9,6%.
Tinción con plata. Los geles de poliacrilamida SDS-PAGE se revelaron de acuerdo 
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al siguiente protocolo: Incubación durante 30 min en una solución 40% etanol y 10% 
ácido acético. Después se incubó 30 min en una solución 30% etanol, 0,5% glutaralde-
hído, 0,2% tiosulfato sódico y 6,8% acetato sódico. Tras tres lavados de agua de 5 min, 
se incubaron durante 20 min en una solución con 0,1% nitrato de plata y 0,04% formal-
dehído.  A continuación se revelaron en una solución 2,5% carbonato sódico y 0,02% 
formaldehído y por último en una solución de 1,5% EDTA durante 10 min.
3.3.  Experimentos de ultracentrifugación analítica
La ultracentrifugación analítica puede usarse para realizar dos tipos principales de 
experimentos: velocidad de sedimentación y equilibrio de sedimentación. La velocidad 
de sedimentación es una técnica hidrodinámica que está relacionada con la masa y la 
forma de las macromoléculas que se analizan y que permite la obtención del valor del 
coeficiente de sedimentación característico de cada una de ellas. En los experimentos 
de velocidad de sedimentación se hacen medidas de la concentración de las macro-
moléculas en función de la distancia radial r (perfiles de sedimentación) a intervalos 
regulares de tiempo, para determinar la velocidad de movimiento (relacionada con el 
coeficiente de sedimentación) y el ensanchamiento del frente de macromoléculas en 
movimiento (relacionado con el coeficiente de difusión) en función del tiempo, cuando 
se aplica una fuerza centrífuga elevada. Este tipo de ensayos proporciona información 
acerca del número de especies macromoleculares que constituyen la muestra.
Los análisis mediante velocidad de sedimentación de Xrcc4 fueron realizados en 
el Servicio de Ultracentrifugación Analítica del Centro de Investigaciones Biológicas, 
Madrid. Para los ensayos se utilizaron 350 µl de la muestra Xrcc4 a diferentes con-
centraciones (1,1, 2,2 y 4,4 µM) en un tampón 20 mM Tris pH 8,0, 200 mM NaCl, 1% 
glicerol. Los experimentos se llevaron a cabo a 40000 rpm durante 2 horas a 20ºC 
en una ultracentrífuga analítica Optima XL-A (Beckman) utilizando un rotor An50Ti. El 
análisis de los perfiles de sedimentación obtenidos se realizó mediante el ajuste direc-
to de soluciones a la ecuación de Lamm a los perfiles con el programa SEDFIT (Schuck 
y Rossmanith, 2000). Este ajuste no emplea valores discretos de los coeficientes de 
sedimentación, sino distribuciones de coeficientes de sedimentación. El mejor ajuste 
obtenido de los perfiles de sedimentación experimentales a las soluciones de la ecua-
ción de Lamm proporciona una distribución c(s) que representa la concentración inicial 
de especies que sedimentan con un coeficiente de sedimentación s. El coeficiente de 
sedimentación se corrigió con el programa SEDNTERP a condiciones estándar S
20,w
 (20 
ºC en agua).
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3.4.  Ensayos de entrecruzamiento con glutaraldehído 
El entrecruzamiento o cross-linking es un proceso químico de unión covalente que 
ocurre entre dos o más moléculas. Los agentes de entrecruzamiento contienen en sus 
extremos grupos reactivos frente a determinados grupos funcionales (aminas prima-
rias, entre otras) que se encuentran en moléculas como las proteínas. Estos compues-
tos se utilizan para determinar interacciones entre moléculas cercanas con el fin de de-
terminar la estructura tridimensional de complejos, entre otras muchas aplicaciones. 
En la mayoría de los casos es necesario mantener la estructura nativa del complejo de 
proteínas, de forma que los ensayos de entrecruzamiento se realizan en condiciones 
de pH y tampón suaves. Además, la relación molar óptima entre agente de entrecruza-
miento y proteína es un factor importante, además del tiempo de entrecruzamiento, 
puesto que tiene que haber un equilibrio entre entrecruzamiento y agregación. Como 
agente de entrecruzamiento se empleó glutaraldehído (SIGMA) (Figura 3.1, A), el cual 
lleva a cabo un entrecruzamiento directo de sus grupos amino con los grupos amino 
de las proteínas (Figura 3.1, B).
Se llevaron a cabo dos tipos de experimentos de entrecruzamiento. Por un lado, se 
incubó Xrcc4 a una concentración final de 4 µM con glutaraldehído al 0,06%. La reac-
ción se llevó a cabo a temperatura ambiente y durante distintos tiempos de incubación 
desde 1 a 15 min en tampón 20 mM Hepes pH 7,0, 200 mM KCl, 0,1 mM DTT, en un 
volumen de reacción de 12 µl. En un segundo experimento se incubó Xrcc4 (4 µM) con 
concentraciones crecientes de glutaraldehído del 0,02% al 0,1% y durante 5 min. Las 
reacciones se detuvieron añadiendo 2 µl de un tampón que contenía Tris-HCl 1 M pH 
7,5. Los productos de la reacción se analizaron mediante electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes en geles al 6%. 
Los experimentos de entrecruzamiento del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV se llevaron 
a cabo en condiciones similares a las descritas anteriormente para la proteína Xrcc4. 
O O O O
N-proteína N-proteína
A B
Figura 3.1. A) Estructura de una molécula de glutaraldehído. B) Mecanismo de entrecruza-
miento con proteínas llevado a cabo por el glutaraldehído. Los dos grupos reactivos alde-
hido le permiten establecer enlaces cruzados entre diversos tipos de moléculas, formando 
uniones covalentes entre ellos.
Materiales y Métodos
38
En este caso, el complejo se utilizó a una concentración de 2,3 µM en un volumen final 
de 10 µl.
3.5.  Caracterización  de  los  complejos  entrecruzados  mediante 
espectrometría de masas 
Las bandas correspondientes a Xrcc4 y DNA ligasa IV libres, así como a las tratadas 
con glutaraldehído se extrajeron del gel y tras un procesamiento previo de las mis-
mas, se sometieron a un proceso de digestión con tripsina, se analizó la composición 
peptídica y se identificaron las proteínas mediante espectrometría de masas MALDI-
TOF en la Unidad de Proteómica del Parque Científico de Madrid. La asignación de las 
masas específicas de los péptidos representados en los espectros obtenidos se realizó 
mediante el programa MASCOT (http://www.matrixscience.com/search_form_select.
html). 
3.6.  Ensayos  de  retardo  en  la  movilidad  electroforética  en  complejos 
proteína-DNA 
Los oligonucleótidos empleados en los ensayos de retardo en gel o ensayos de re-
tardo en la movilidad electroforética EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assays) eran 
de dos tipos. Por un lado, los oligonucleótidos  utilizados en la unión a Xrcc4, al com-
plejo Xrcc4-DNA ligasa IV y XLF eran fragmentos de DNA de 390 pb de doble cadena 
originados a partir del fragmento de DNA mLST8pET15b mediante amplificación por 
PCR, el cual se obtuvo a una concentración de 1,77 µM. Las reacciones de unión se 
llevaron a cabo en un tampón 20 mM Hepes pH 7,9, 2 mM EDTA, 2 mM EGTA, 5 mM 
DTT, 37,5 mM KCl, 5% glicerol durante 1 hora a temperatura ambiente en un volumen 
de reacción de 10 µl. Después se llevó a cabo un ensayo de retardo en gel de poliacri-
lamida al 5 % en condiciones nativas con el fin de determinar si se habían formado los 
complejos con DNA. Como control se analizaron las mismas cantidades de proteína y 
de DNA independientemente en el mismo gel. Estos geles fueron teñidos con bromuro 
de etidio para detectar el DNA, y con una solución de plata para detectar las proteínas. 
Por otro lado, en los ensayos de EMSA con el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV se dise-
ñaron unos oligonucleótidos siguiendo el protocolo descrito anteriormente (Spagnolo 
et al., 2006). Los oligonucleótidos directos presentan una horquilla que impide que las 
proteínas se deslicen a lo largo de la molécula de DNA y además llevan un fluoróforo 
incorporado en el extremo 5’-P, denominado Cy5 para que puedan ser detectados me-
diante fluorescencia. El Cy5 es un fluoróforo que tiene un máximo de absorbancia a 
643 nm y un máximo de emisión a 667 nm y es incorporado como una amidita durante 
la síntesis de los oligos. Los oligos fueron sintetizados por Sigma (Figura 3.2). La se-
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cuencia de los oligonucleótidos se detalla en la Tabla 3.2. Los oligonucleótidos fueron 
hibridados para generar un DNA de doble cadena de 35 pares de bases con extremos 
romos. 
En cada reacción de anillamiento se incubó el oligonucleótido marcado con Cy5 a 
una concentración de 0,5 µM con un exceso del oligonucleótido no marcado (1,5 µM), 
en un tampón que contenía 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM EDTA y 100 mM NaCl. La 
mezcla se incubó a 95 ºC durante 10 min en un baño con agua y se dejó enfriar pos-
teriormente hasta alcanzar la temperatura ambiente. El producto de la reacción se 
analizó en un gel nativo de acrilamida al 16% para comprobar si los oligonucleótidos 
habían hibridado. 
En los experimentos de EMSA se incubó el DNA de doble cadena con el complejo 
Xrcc4-DNA ligasa IV en un tampón 20 mM HEPES pH 8,0, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 300 
mM KCl y 5% glicerol. El volumen final de la reacción fue de 10 µl y las muestras se in-
cubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Los complejos se analizaron en geles 
de poliacrilamida al 6% o bien en geles de gradiente del 4-15% (BioRad), en ambos 
casos en condiciones nativas. En todos los casos, la electroforesis se llevó a cabo a 4 ºC 
durante 2 horas en un tampón TBE al 0,5X. Para detectar el DNA se expuso el gel en un 
lector de fluorescencia Phosphorimager. 
3’
5’
3’
5’
A B
Figura 3.2. A) Estructura de una molécula de Cy5. B) Estructura de la molécula de DNA de 
doble cadena generada tras la hibridación de los oligos. La molécula Cy5 está acoplada al 
extremo 5’-P de la cadena de DNA que presenta la horquilla o del oligo delantero.
Nombre
Tamaño 
(nt)
Secuencia 5’-3’ Modificación
35_bp_bl_Fw 51
CCCAGCTTTCCCAGCTAATAAACTA
AAAACTATTATTATGGCCGCACGCGT
5’(Cy5)
35bp_bl_Rv 38
A C G C G T G C G G C C A T A A T A
A T A G T T T T T A G T T T A T T G G G
Tabla 3.2 Oligonucleótidos utilizados en  los ensayos de  interacción Xrcc4-DNA ligasa  IV 
con DNA
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3.7.  Ensayos  de  interacción  entre  el  complejo  Xrcc4-DNA  ligasa  IV  y  la 
proteína XLF
Se incubó el complejo truncado Xrcc4(∆214-336)-DNA ligasa IV con una de las pro-
teínas XLF que habían sido purificadas truncadas (XLF(∆248-299)) en una relación mo-
lar 1:3 durante una hora a temperatura ambiente en un tampón que contenía 200 mM 
NaCl, 20 mM Hepes pH 7,5, 5% glicerol y 5 mM DTT. A continuación se analizó la posi-
ble formación del complejo ternario mediante cromatografía de exclusión molecular 
en una columna Superdex 200. Se inyectaron en la columna como control del experi-
mento las mismas cantidades de complejo Xrcc4-DNA ligasa IV de manera indepen-
diente. A continuación se analizaron las fracciones recogidas mediante electroforesis 
en condiciones desnaturalizantes.
3.8.  Análisis estructural mediante microscopía electrónica y procesamiento 
de imágenes
Los complejos citados anteriormente se purificaron mediante columnas de filtra-
ción molecular o gradientes de glicerol previamente a su preparación para el análisis 
mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM).
3.8.1. Preparación de muestras mediante tinción negativa. 
Las rejillas empleadas como soporte para la muestra eran de cobre de 400 agujeros, 
de las casas Aname y Fedelco. Se sometieron las rejillas a descarga iónica durante 1 
min, con el fin de obtener una superficie hidrofílica que facilite la adsorción de la mues-
tra. A continuación, la muestra (aproximadamente 4 µl a una concentración entre 0,1 
µM y 1 µM) se depositó sobre las rejillas durante 2 min. Después de lavarse con agua 
miliQ se tiñeron con acetato de uranilo al 2% p/v en unas ocasiones, o con formiato de 
uranilo al 2% p/v en otras, durante 1 min y se dejaron secar. Las rejillas se visualizaron 
en un microscopio electrónico de transmisión JEOL 1230, equipado con un filamento 
de wolframio y estabilizado a 100kV.
3.8.2. Adquisición  y digitalizado de imágenes. 
Las micrografías electrónicas se tomaron a una magnificación de 40000 aumentos 
en condiciones de mínima dosis de electrones (en torno a 10e-/Å2) sobre placas foto-
gráficas Kodak SO-163. Las imágenes fueron digitalizadas utilizando un escáner MINOL-
TA Dimage Scan Multi Pro con una resolución de 2,6 Å/píxel.
3.8.3. Procesamiento de imágenes y reconstrucción tridimensional. 
La función de transferencia de contraste (Contrast Transfer Function, CTF) fue es-
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timada para cada micrografía mediante el programa CTFFIND3 (Mindell y Grigorieff, 
2003) y corregida utilizando el programa BSOFT (Heymann y Belnap, 2007). A continua-
ción, las imágenes correspondientes a partículas individuales se extrajeron utilizando 
un conjunto de programas incluidos en la plataforma EMAN (Ludtke et al., 1999), se 
promediaron hasta una resolución final de 5,2 Å/px, y se normalizaron y filtraron con 
distintos algoritmos disponibles en los paquetes informáticos EMAN y XMIPP (Mara-
bini et al., 1996; Sorzano et al., 2004). Se realizó un análisis inicial de los datos en dos 
dimensiones mediante los programas refine2d.py de EMAN y ML2D de XMIPP (Scheres 
et al., 2005), algoritmos que llevan a cabo clasificaciones y alineamientos de las imáge-
nes libres de patrón. En el primer caso, la clasificación está basada en correlación cru-
zada, mientras que en el segundo caso utiliza un algoritmo de máxima verosimilitud. 
Para el refinado tridimensional de los datos se utilizaron diferentes estrategias en 
la obtención los volúmenes iniciales. En una de ellas se seleccionaron imágenes me-
dias obtenidas mediante clasificaciones libres de referencia con las que se generó un 
volumen inicial mediante líneas comunes. En un abordaje diferente, se generaron de 
manera artificial elipsoides con una distribución de masa gaussiana, los cuales fueron 
utilizados como volúmenes iniciales en el refinamiento. En otras ocasiones, se em-
plearon como volúmenes de referencia estructuras atómicas resueltas previamente 
mediante cristalografía de rayos X, con el objeto de comprobar que los resultados ob-
tenidos fueran comparables a los resultados obtenidos mediante los procesamientos 
mencionados anteriormente. 
El refinamiento de los volúmenes se realizó mediante un proceso de refinamiento 
angular iterativo que fue llevado a cabo mediante el programa refine de EMAN inicial-
mente, y posteriores ciclos de refinado mediante el programa ML3D de XMIPP (Sche-
res et al., 2007) , basado en máxima verosimilitud. En el caso de Xrcc4 se asumió sime-
tría C2 (simetría rotacional de orden dos alrededor del eje longitudinal de la molécula) 
durante todo el proceso de refinamiento, y sólo se utilizaron en la reconstrucción las 
proyecciones de la molécula que podrían corresponder a vistas laterales de la misma, 
fácilmente identificables debido a la forma alargada de la proteína. 
3.8.4. Cálculo de la resolución y visualizado de los volúmenes
El procesamiento finalizó cuando las diferencias entre volúmenes de ciclos suce-
sivos se minimizaron. Para determinar la resolución de la reconstrucción obtenida, la 
población de partículas asignadas a cada una de las clases en la  última iteración del 
proceso de refinamiento se dividió en dos grupos de forma aleatoria, las cuales fueron 
utilizadas para reconstruir volúmenes independientes. Estas dos reconstrucciones se 
utilizaron para estimar la resolución, determinando el grado de similitud entre ambos 
volúmenes mediante correlación en función de la frecuencia espacial. Para la estima-
ción de la resolución se fijó un valor de corte de 0,5 en el coeficiente de correlación 
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en el espacio de Fourier o Fourier Shell Correlation (FSC). El programa utilizado para la 
visualización de los mapas de microscopía y las estructuras atómicas fue UCSF Chimera 
(Pettersen et al., 2004). 
3.9.  Predicción de estructura secundaria y alineamientos de secuencias
La secuencia de Xrcc4 fue extraída de la base de datos ExPAsy Molecular Biology 
Server (Gasteiger et al., 2003). La predicción de estructura secundaria se llevó a cabo 
utilizando el servidor Phyre (Kelley y Sternberg, 2009). Los alineamientos de secuencia 
se realizaron con el programa ClustalW (Larkin et al., 2007) y la visualización de los 
alineamientos se realizó con el editor de alineamientos múltiples JalView (Waterhouse 
et al., 2009).
3.10.  Modelado de proteínas y ajuste en la reconstrucción tridimensional 
obtenida mediante microscopía electrónica
La predicción de la estructura tridimensional de proteínas se lleva a cabo cuando no 
existe un modelo atómico conocido de la misma. Existe un gran número de servidores 
y programas que llevan a cabo alineamientos de secuencias de aminoácidos entre dos 
o más proteínas con el fin de encontrar homólogos, o predicen zonas de estructura 
secundaria en las secuencias. También pueden predecir la estructura tridimensional 
de proteínas, lo cual llevan a cabo de dos formas: por homología con otras proteínas 
de estructura conocida o mediante plegamiento de novo si no existe homología con 
otras proteínas.
Se utilizó el servidor Robetta con el objetivo de encontrar homólogos estructurales a 
Xrcc4 y obtener posibles modelos estructurales para esta proteína (Chivian et al., 2003; 
Chivian et al., 2005; Kim et al., 2004). Robetta es un servidor que engloba multitud de 
programas y que proporciona predicciones de estructura mediante modelos compara-
tivos y ab initio de una manera completamente automatizada, utilizando la secuencia 
de aminoácidos de la proteína de interés. Los modelos comparativos obtenidos, diez 
por defecto, son originados a partir de PDBs homólogos detectados por los programas 
UW-PDB-BLAST o 3DJury-A1 y alineados con el método K*SYNC (Chivian y Baker, 2006). 
Las regiones de conexión son ensambladas a partir de fragmentos y optimizadas para 
que se ajusten a la parte de la estructura que ya ha sido alineada (Rohl et al., 2004). 
Los dominios sin un homólogo en la base de datos PDB son modelados mediante el 
protocolo de inserción de fragmento de novo de Rosetta (Bonneau et al., 2002).
Los modelos obtenidos por el servidor Robetta se alinearon con la estructura ató-
mica de Xrcc4 para generar homodímeros. Estos dímeros se utilizaron para realizar 
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experimentos de ajuste en el mapa final de microscopía obtenido mediante el proce-
samiento de imágenes. El proceso de ajuste consiste en, bien de una forma manual o 
bien automática, encajar una estructura o modelo a resolución atómica, en un mapa 
de densidad obtenido mediante microscopía electrónica, el cual suele tener una me-
nor resolución. Todos los ajustes fueron llevados a cabo con el programa informático 
ADP_EM (Garzon et al., 2007), el cual utiliza un método de búsqueda exhaustiva en 6 
dimensiones, explorando todas las posibles translaciones y rotaciones de la estructura 
atómica dentro del mapa de microscopía. En este caso, se utilizó un método de corre-
lación cruzada, en el cual se tiene en cuenta toda la densidad de ambas estructuras en 
el momento de hacer el ajuste.
3.11.  Marcaje de proteínas mediante moléculas de oro unidas a níquel
Los complejos Xrcc4-DNA ligasa IV, en los cuales la ligasa contenía seis histidinas 
en su extremo N-terminal, fueron incubados con un exceso molar (relación 1:4) de 
Ni-NTA-Nanogold (Nanoprobes) (Hainfeld et al., 1999), constituido por una molécu-
la de oro de 1,8 nm de diámetro unida a una de ácido nitriloacético y a un grupo de 
níquel (Figura 3.3). Las proteínas purificadas mediante un polipéptido de histidinas 
tienen una afinidad extremadamente alta por determinados iones metálicos, por lo 
que estas moléculas pueden ser utilizadas para localizar dominios proteicos mediante 
microscopía electrónica. La muestra fue incubada con Ni-NTA-Nanogold durante 45 
min a temperatura ambiente y 300 rpm. Los conjugados fueron purificados del exceso 
de partículas de oro no unidas mediante una cromatografía de exclusión molecular en 
una columna Superdex 200 equilibrada en un tampón que contenía 20 mM Tris-HCl pH 
8,0, 200 mM NaCl y 25% glicerol. La presencia del complejo fue detectada mediante su 
absorbancia a 280 nm (refleja absorbancia de oro y proteína) y a 420 nm (absorbancia 
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Figura 3.3. Estructura de una molécula de Ni-NTA Nanogold. El Ni-NTA Nanogold está for-
mado por una partícula de oro de 1,8 nm unido a un grupo de ácido nitriloacético y níquel, 
el cual interacciona con los grupos de histidinas de las proteínas.
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de oro exclusivamente). La absorbancia a 420 nm se puede utilizar para calcular la par-
te de la absorbancia a 280 nm que es debida al Ni-NTA-Nanogold. Además se llevaron 
a cabo controles mediante cromatrografías de filtración en gel en las que se inyectó el 
complejo o el oro de manera independiente, y también el complejo en presencia de 
300 mM de imidazol tanto durante la incubación como en el tampón de equilibrio de 
la columna. Los conjugados recién purificados fueron aplicados sobre rejillas de cobre 
cubiertas con carbón (de las casas comerciales Aname y Fedelco) y visualizadas en el 
microscopio electrónico después de teñirlas negativamente con formiato de uranilo 
al 2%, siguiendo el protocolo descrito anteriormente. Tras la toma de micrografías, 
se llevó a cabo un análisis bidimensional con el fin de generar clases medias libres de 
patrón. 
3.12.  GraFix
GraFix es un método de purificación de complejos inestables desarrollado reciente-
mente para su aplicación en la estabilización de complejos macromoleculares compa-
tible con su observación y análisis mediante técnicas de microscopía electrónica (Kast-
ner et al., 2008). Consiste en someter a la muestra a centrifugación en un gradiente de 
densidad, como glicerol, sacarosa o trehalosa, combinado con un agente de fijación 
débil, como puede ser el glutaraldehído. Esto da lugar a complejos monodispersos 
estabilizados químicamente que pueden ser analizados mediante microscopía elec-
trónica, para realizar tanto tinción negativa como criomicroscopía. Este método fue 
aplicado al complejo Xrcc4-DNA ligasa IV, el cual una vez purificado fue cargado en un 
gradiente de glicerol discontinuo del 5% al 30% en un tampón constituido por 20 mM 
HEPES pH 7,4, 300 mM NaCl, 1 mM DTT, añadiendo 0,1% de glutaraldehído en la frac-
ción que contenía mayor concentración de glicerol. La cantidad de muestra cargada 
fueron 10 µg a una concentración de 2,8 µM. La separación se llevó a cabo mediante 
centrifugación durante 18 horas a 25000 rpm y 4ºC en una ultracentrífuga Beckman 
TL-100, empleando para ello un rotor TLS-55. En la primera fracción se cargó un col-
chón de 100 µl del mismo tampón pero sin glutaraldehído, ya que el tampón de la 
muestra contenía Tris-HCl y éste interfiere en el proceso. Las fracciones fueron recogi-
das desde la parte superior en volúmenes de 100 µl y analizadas en geles SDS-PAGE al 
6%. Las fracciones que estaban enriquecidas en el complejo entrecruzado y que tenían 
un peso molecular aparente de 180 kDa, fueron adsorbidas sobre rejillas de cobre co-
merciales y analizadas mediante microscopía electrónica utilizando métodos similares 
a aquellos descritos anteriormente. 
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4.1.  Purificación de Xrcc4 de ratón
La proteína Xrcc4 fue purificada en colaboración con el grupo del Profesor Laurence 
Pearl en Londres (ver detalles en apartado 3.1.1 de Materiales y Métodos). Inicial-
mente, se intentó purificar la proteína Xrcc4 de origen humano, pero sin resultados 
positivos ya que ésta formaba oligómeros en geles nativos debido a la formación de 
puentes disulfuro intermoleculares. Por este motivo, se expresó y purificó Xrcc4 de ra-
tón, la cual está constituida por 326 aminoácidos, diez residuos menos que la proteína 
humana (Critchlow et al., 1997), y no estaba afectada por este problema. Se llevó a 
cabo un alineamiento de las secuencias de ambas proteínas donde se determinó que 
estas proteínas presentan una elevada homología (76%), principalmente a nivel de 
la región N-terminal y C-terminal (Figura 4.1). La zona en la que presentan mayores 
diferencias es en la última región del dominio coiled-coil y parte del dominio C-ter-
minal. Una vez expresada y purificada, la proteína se analizó mediante electroforesis 
en condiciones desnaturalizantes, en la que se pudo apreciar que Xrcc4 presenta una 
movilidad electroforética con un peso molecular aparente de 50 kDa (Figura 4.2, A), 
un comportamiento anómalo que ha sido observado de forma consistente por otros 
Figura 4.1. Alineamiento de las secuencias de Xrcc4 de ratón y humana. Las secuencias 
fueron alineadas con el programa ClustalW, mediante el método del alineamiento entre 
pares. El grado de identidad de secuencia de los residuos de los motivos conservados se 
indican de la siguiente manera: el fondo rojo indica que los residuos son idénticos en ambas 
secuencias, mientras que el fondo blanco con los residuos en rojo muestra que las sustitu-
ciones son conservadas. También se muestran los motivos de estructura secundaria cono-
cidos hasta el momento en Xrcc4 humana, cuya estructura parcial se ha resuelto mediante 
cristalografía de rayos X (extraído del archivo PDB: 1FU1).  
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Figura 4.2. Purificación de Xrcc4 previa a su análisis mediante microscopía electrónica. A) 
Gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes de Xrcc4 teñido con plata. Los mar-
cadores de peso molecular (PM) se muestran a la izquierda en kDa. B) Gel de poliacrilamida 
en condiciones nativas de Xrcc4.
grupos (Critchlow et al., 1997). También se llevó a cabo una electroforesis en condicio-
nes nativas, en la que se comprobó que Xrcc4 migraba principalmente como una sola 
especie (Figura 4.2, B).
El análisis de Xrcc4 purificada mediante geles SDS-PAGE reveló que la proteína po-
seía un grado de pureza suficiente para iniciar su estudio estructural mediante mi-
croscopía electrónica. Sin embargo, al comenzar su análisis en el microscopio elec-
trónico observamos que la muestra no era homogénea y que presentaba una elevada 
tendencia a la agregación. Además, se ha determinado previamente por otros grupos 
que Xrcc4 purificada a partir de fuentes endógenas ó recombinantes puede constituir 
tanto dímeros como tetrámeros. Mientras que las formas diméricas se ha observado 
que forman un complejo estable con la proteína DNA ligasa IV, la funcionalidad in vivo 
de las formas tetraméricas se desconoce en la actualidad (Junop et al., 2000; Leber et 
al., 1998). Por este motivo, decidimos llevar a cabo un análisis de la muestra mediante 
ensayos de entrecruzamiento y ultracentrifugación analítica con el fin de conocer el 
estado oligomérico de la muestra que habíamos purificado.
4.2.  Ensayos de entrecruzamiento de Xrcc4 con glutaraldehído
El glutaraldehído es un reactivo homobifuncional que reacciona con grupos amino 
primarios libres, como son los grupos α-amino presentes en el extremo amino de las 
proteínas y los ε-amino de los residuos lisina, y por este motivo, se analizó la capacidad 
del glutaraldehído de estabilizar los oligómeros de Xrcc4. Para ello, la proteína Xrcc4 
purificada se incubó con diferentes concentraciones de glutaraldehído a distintos tiem-
pos. A continuación, los complejos se resolvieron mediante electroforesis en geles de 
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Figura  4.3.  Experimentos  de  entrecruza-
miento de Xrcc4. Gel SDS-PAGE de las mues-
tras estabilizadas con glutaraldehído y del 
control sin agente de fijación. En la parte iz-
quierda se muestra el control de Xrcc4  que 
no fue incubado con glutaraldehído (GA). En 
la parte derecha se muestran los complejos 
detectados tras la incubación con glutaral-
dehído, así como los marcadores de peso 
molecular (PM) en kDa. “*” se correspon-
de con el peso molecular de un dímero de 
Xrcc4, mientras que “**” puede correspon-
der a un tetrámero.
poliacrilamida desnaturalizantes. Como control se analizó la muestra sin glutaralde-
hído.  En la muestra incubada con fijador se observó una banda mayoritaria con una 
migración electroforética que, comparándola con los marcadores de peso molecular 
utilizados, correspondía a una proteína de alrededor de 76 kDa, compatible con un dí-
mero de Xrcc4 (Figura 4.3 “*”). Además, también fueron detectados otros componen-
tes de mayor peso molecular, en concreto, se observó una especie que presentaba una 
movilidad electroforética de 170 kDa (Figura 4.3 “**”) que podía corresponder con un 
tetrámero de Xrcc4. También se intuían bandas de mayor peso molecular que no se re-
solvieron en el gel y que correspondían probablemente a agregados. No se observaron 
diferencias significativas en los resultados obtenidos entre las distintas concentracio-
nes de agente de fijación utilizadas ni tampoco entre los diferentes tiempos de incuba-
ción. Por tanto, los experimentos de entrecruzamiento llevados a cabo determinaron 
que los dímeros de Xrcc4 son la forma mayoritaria en nuestra preparación.
4.3.  Análisis de Xrcc4 mediante ultracentrifugación analítica
Con el fin de confirmar el peso molecular de Xrcc4 determinado en los experimen-
tos de entrecruzamiento, realizamos un análisis mediante velocidad de sedimentación 
que nos proporcionó información acerca de la homogeneidad, así como de la forma 
de las moléculas en solución. El perfil de velocidad de sedimentación de Xrcc4 (Figura 
4.4) mostró que alrededor de un 80% de Xrcc4 sedimentaba como una única especie 
molecular con un coeficiente de sedimentación S
20,w
 de 3,2 S (Figura 4.4, pico a), cuyo 
valor es compatible con un dímero de Xrcc4. Acompañando a esta especie mayoritaria, 
aparecían dos especies de mayor peso molecular, con coeficientes de sedimentación 
de 5,80 S, lo cual era compatible con cuatro moléculas de Xrcc4 y que representaba 
un 5,5% del total de la muestra (Figura 4.4, pico b),  y 13 S, el 12% restante, que co-
rresponde con una alta probabilidad a agregados (Figura 4.4, pico c). El valor de la 
relación friccional f/f0 de la especie mayoritaria, calculado a partir del peso molecular 
de la molécula y el coeficiente de sedimentación calculado experimentalmente, fue de 
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1,89. Este valor se encuentra en el rango determinado para proteínas moderadamente 
alargadas (1,6 a 1,9) (Erickson, 2009), lo cual concuerda con las estructuras resueltas 
previamente de determinados fragmentos de Xrcc4 (Dore et al., 2006; Junop et al., 
2000; Sibanda et al., 2001; Wu et al., 2009). En estas condiciones, si la molécula fuera 
un monómero, sería completamente esférica. 
4.4.  Purificación de los complejos diméricos de Xrcc4 mediante gradientes 
de glicerol previo a su análisis mediante microscopía electrónica
Con el fin de separar los agregados de los complejos diméricos y estabilizar la mues-
tra previamente a su observación en el microscopio electrónico, Xrcc4 se sometió a un 
proceso de centrifugación en un gradiente discontinuo de glicerol. Las fracciones resul-
tantes del gradiente se analizaron mediante SDS-PAGE (Figura 4.5), donde se observó 
que Xrcc4 se encontraba presente en distintas fracciones. En la figura  se puede ob-
servar que en el fondo del gradiente aparecieron agregados de un alto peso molecular 
(marcados en la figura con “*”). La fracción correspondiente a un 20 % de glicerol, en 
la que la banda analizada tenía un peso molecular aparente entre 66 y 97 kDa (según el 
perfil que presentaba una solución de marcadores de peso molecular que fueron anali-
zados como control) fue depositada sobre una rejilla y analizada mediante microscopía 
electrónica (ver apartado 4.6 de Resultados). 
4.5.  Análisis de la interacción de Xrcc4 con DNA 
Con el objetivo de determinar si la proteína Xrcc4 purificada era capaz de unir DNA 
se realizaron ensayos de retardo en gel en condiciones nativas con un fragmento de 
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Figura 4.4. Experimentos de ultracentrifugación analítica de la proteína Xrcc4. Se repre-
senta la distribución continua de concentraciones frente al coeficiente de sedimentación 
tras el análisis realizado mediante velocidad de sedimentación. Xrcc4 aparece principal-
mente como un dímero (a), aunque existen otros componentes de mayor peso molecular 
que pueden corresponder a tetrámeros de la proteína (b), así como a agregados (c). 
Resultados
53
Xrcc4
PM(kDa)
Glicerol0% 60%
75
50
35
*
*
DNA de 390 pb de doble cadena. Las reacciones de unión se llevaron a cabo tal y como 
se describen en la sección 3.6 de Materiales y Métodos. Se incubó Xrcc4 con DNA en 
una relación molar 100:1 y 200:1, y a continuación, los complejos Xrcc4-DNA se re-
solvieron mediante electroforesis en condiciones nativas en un gel de poliacrilamida. 
Como controles se analizaron las mismas cantidades de proteína y de DNA de manera 
independiente. Tras la electroforesis, el gel fue teñido con bromuro de etidio para de-
tectar el retardo en el DNA (Figura 4.6). Cuando Xrcc4 y el DNA estaban presentes en la 
mezcla de reacción, se observó un retardo en el movimiento electroforético del DNA, 
en cuya banda también se observaba Xrcc4, determinándose que Xrcc4 purificada era 
capaz de unir DNA de doble cadena. 
Figura 4.5. Gel SDS-PAGE de las fracciones recogidas del gradiente de glicerol en el que 
se cargó la proteína Xrcc4. La fracción seleccionada fue la que se utilizó para el posterior 
análisis mediante microscopía electrónica. Las bandas marcadas con “*” corresponden a 
agregados de mayor peso molecular y contaminantes de la preparación. En azul, fracción 
del gradiente en el que eluía el marcador de peso molecular albúmina (66 kDa), y en rojo, 
fracción de elución del marcador fosforilasa b (97 kDa).
Figura 4.6. Electroforesis en gel de po-
liacrilamida en condiciones nativas para 
el análisis de la interacción de Xrcc4 con 
DNA. Xrcc4, en concentraciones crecien-
tes, se incubó con una molécula de DNA 
de 390 pb a una concentración fija y, a 
continuación, el complejo se resolvió 
mediante electroforesis en condiciones 
nativas. El gel fue teñido con bromuro 
de etidio para detectar el DNA donde se 
puede apreciar el retardo sufrido al inte-
raccionar el DNA con la proteína. 
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4.6.  Análisis estructural de Xrcc4 de ratón
4.6.1. Reconstrucción tridimensional mediante microscopía electrónica
Como se ha descrito previamente en la sección de Introducción, han sido resueltas 
hasta la fecha tres estructuras atómicas de Xrcc4 de origen humano, pero todas ellas 
comprenden alrededor de 200 de los 336 aminoácidos que constituyen esta proteína 
(Ver Figuras 1.7 y 1.8 de Introducción) (Junop et al., 2000; Sibanda et al., 2001; Wu et 
al., 2009). Una cuarta estructura correspondiente a Lif1p (ortólogo de Xrcc4 en levadu-
ras, del inglés Ligase interacting factor 1) expresada y purificada en S.cerevisiae ha sido 
resuelta formando un complejo con los dominios BRCT de la proteína Lig4p, ortólogo 
de DNA ligasa IV en levaduras (Dore et al., 2006). A pesar de los esfuerzos llevados a 
cabo por distintos grupos, hasta el momento no ha sido posible resolver la estructura 
de la proteína Xrcc4 completa. La estructura del dominio C-terminal de la proteína, 
que representa alrededor de un tercio de la molécula, permanece aún sin determinar, 
por lo que la organización tridimensional de la proteína completa se desconocía en el 
momento de realizar este trabajo. 
Con el fin de determinar la arquitectura global del homodímero Xrcc4 de ratón com-
pleto se llevó a cabo un estudio mediante microscopía electrónica y análisis de partí-
culas individuales. El homodímero de Xrcc4 tiene un peso molecular de sólo 76 kDa, 
por lo que se encuentra en el límite de lo que puede ser estudiado mediante esta téc-
nica, y únicamente pudo ser analizado mediante tinción negativa. En las micrografías 
adquiridas se observaron moléculas alargadas (Figura 4.7, A), compatibles con las es-
tructuras que habían sido determinadas previamente mediante cristalografía de rayos 
X. Se seleccionaron y extrajeron un total de 6916 partículas de las micrografías (Figura 
4.7, B), las cuales fueron procesadas mediante métodos de alineamiento y promedia-
do libres de referencia basados en correlación cruzada y máxima  verosimilitud (ver 
apartado 3.8.3 de Materiales y Métodos) (Figura 4.7, C). Estas medias mostraron unas 
moléculas alargadas que correspondían con casi total probabilidad a vistas laterales 
de la proteína en distintas orientaciones rotacionales a lo largo de su eje longitudinal. 
Posteriormente, se llevó a cabo un análisis mediante procesos de refinamiento angular 
iterativo, generando una reconstrucción tridimensional. Para ello, se utilizaron exclu-
sivamente las vistas más alargadas que podrían corresponder a vistas laterales de la 
molécula, descartándose las partículas más globulares. Además, se aplicó simetría C2 a 
lo largo del eje longitudinal de la molécula durante todo el procesamiento. El mapa ob-
tenido de Xrcc4 resuelto a 37 Å de resolución (Figura 4.7, D) mostró que Xrcc4 es una 
molécula alargada de aproximadamente 130 Å de longitud constituida por un  dominio 
globular en cada uno de sus dos extremos, siendo el de la parte superior de mayores 
dimensiones (70 Å de largo por 50 Å de ancho) que el situado en la parte inferior de la 
molécula (50 Å por 40 Å). El mapa, además, presentaba ciertas características estruc-
turales que lo asemejaban al dominio N-terminal resuelto en la estructura atómica de 
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Xrcc4, pero presentaba una masa adicional en uno de sus extremos. Las dos masas glo-
bulares situadas en los extremos de la molécula aparecían conectadas por una delgada 
densidad que podría corresponder al dominio coiled-coil. 
4.6.2. Modelado del dominio C-terminal de Xrcc4
Debido a la ausencia de información a resolución atómica del dominio C-terminal 
de Xrcc4, se llevó a cabo un modelado de esta región. En primer lugar, se realizó una 
predicción de estructura secundaria de dicho dominio utilizando los servidores Robetta 
y Phyre (Figura 4.8).  Ambos programas predijeron que el dominio está principalmente 
desordenado, pero presenta pequeñas regiones con un plegamiento en alfa-hélices. 
A continuación, con el objetivo de caracterizar y determinar la estructura del dominio 
C-terminal, se llevó a cabo una predicción de estructura terciaria de dicho dominio de 
Xrcc4 (Glu211-Asp326) utilizando el servidor Robetta. Se obtuvieron un conjunto de 
diez modelos estructurales posibles para Xrcc4, de los cuales tres de ellos son mostra-
dos en la Figura 4.9, A. Las predicciones fueron realizadas de novo por Robetta, puesto 
que no existen homólogos estructurales para esta región. Los modelos obtenidos se 
caracterizaban por presentar una estructura de un solo dominio globular constituido 
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Figura 4.7. Reconstrucción tridimensional de Xrcc4. A) Campo correspondiente a una mi-
crografía tomada de una rejilla de microscopía teñida negativamente con acetato de ura-
nilo. La barra de escala corresponde a 100 nm. B) Galería de partículas individuales que se 
corresponden con dímeros de Xrcc4. C) Galería de imágenes medias obtenidas mediante 
métodos de clasificación libres de referencia. D) Vistas lateral y superior de la reconstruc-
ción tridimensional  de Xrcc4 obtenida. 
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por alfa-hélices y regiones de estructura secundaria no periódica. Después fueron ge-
nerados nuevos modelos que contenían la totalidad de la secuencia de Xrcc4 (Figura 
4.9, B). En estos, los dos dominios más próximos al extremo N-terminal de la molécula 
fueron modelados mediante homología con una de las estructuras atómicas de Xrcc4 
humana resueltas mediante cristalografía de rayos X (Fichero en Protein Data Bank: 
1FU1) mediante el programa Blast, con una confianza del 70%. La región C-terminal 
fue modelada de novo, obteniendo resultados similares a la predicción realizada pre-
viamente para la región Glu211-Asp326. Los algoritmos empleados por Robetta en la 
generación de los modelos predecía de manera consistente un dominio globular para 
el dominio C-terminal, formado principalmente por algunas regiones de alfa-hélices 
unidas por regiones de estructura secundaria no periódica. La principal diferencia en-
tre los modelos generados era la orientación relativa del dominio C-terminal con res-
pecto al eje longitudinal de Xrcc4. 
4.6.3. Encaje de los modelos generados por Robetta en el mapa de densidad 
electrónica
Los modelos obtenidos por el servidor Robetta para la estructura completa de Xrcc4 
fueron empleados para generar homodímeros a partir de su alineamiento con el domi-
nio N-terminal de cada monómero de la estructura atómica dimérica de Xrcc4 (Figura 
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Figura 4.8. Predicción de  la estructura secundaria de  la región C-terminal de Xrcc4 me-
diante el servidor Phyre. Se llevó a cabo un análisis mediante métodos computacionales 
de los elementos de estructura secundaria de esta región (aminoácidos 200-326) (Kelley y 
Sternberg, 2009). Las hélices-alfa se representan en rojo (h), y las regiones de estructura se-
cundaria no peródica en gris (c). Debajo se muestra la predicción de regiones desordenadas 
en Xrcc4. Los números indican el nivel de confianza.
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Figura 4.9. Modelado del dominio C-terminal de Xrcc4. A) Resultados de la predicción de 
estructura tridimensional realizada con el servidor Robetta para el dominio C-terminal de 
Xrcc4 de ratón (se muestran los tres primeros resultados obtenidos). B) Resultados de la 
predicción de estructura tridimensional realizada con el servidor Robetta para la proteína 
completa de Xrcc4 (también se muestran los tres primeros resultados).
4.10, A). Estos dímeros fueron luego utilizados para realizar experimentos de ajuste en 
el mapa de densidad obtenido mediante el procesamiento de imágenes (Figura 4.10, 
B), utilizando par ello el programa informático ADP_EM (Garzon et al., 2007). En este 
caso, las estructuras atómicas fueron filtradas a la resolución de la estructura obtenida 
mediante microscopía y se utilizó un método de correlación cruzada, en el cual se tiene 
en cuenta toda la densidad de ambas estructuras en el momento de hacer el ajuste. 
Las soluciones con mayor coeficiente de correlación revelaron que la región N-terminal 
de la estructura atómica de Xrcc4 se ajustaba de una manera adecuada en la región su-
perior de la reconstrucción obtenida mediante microscopía, mientras que en la parte 
inferior podía ajustarse el dominio C-terminal del modelo atómico. Los modelos obte-
nidos con Robetta que mostraban el dominio C-terminal cercanos al dominio coiled-
coil producían soluciones de encaje con un alto valor de correlación, mayor a 0,8. Por 
otro lado, los modelos en los que el dominio C-terminal se disponía más alejado de las 
hélices presentaban un menor coeficiente de correlación en el encaje. 
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4.7.  Purificación y caracterización del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV huma-
no
La purificación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV constituido por las formas comple-
tas de ambas proteínas se realizó a partir de células de insecto infectadas con baculo-
virus, siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.1.2 de Materiales y Métodos. 
Se purificó un complejo que fue analizado mediante electroforesis en condiciones des-
naturalizantes, en la que se determinó que el complejo estaba puro, era homogéneo y 
estable (Figura 4.11, A). La composición del complejo purificado se confirmó mediante 
western blot utilizando anticuerpos específicos frente a Xrcc4 y DNA ligasa IV. En las 
primeras pruebas de microscopía llevadas a cabo observamos de nuevo fenómenos 
de agregación que impedían el análisis mediante esta técnica, al igual que en el caso 
de Xrcc4. A pesar de que la muestra se encontraba bioquímicamente pura, formaba 
agregados y se deformaba o aplastaba cuando se se preparaba para su observación al 
microscopio. Por este motivo, llevamos a cabo una purificación del complejo mediante 
cromatografía de filtración molecular en una columna Superdex 200 (Figura 4.11, B) 
con el objetivo de obtener una muestra más homogénea que mejorara su apariencia 
en el microscopio. El perfil de elución mostró que el complejo eluía en un pico con un 
peso molecular correspondiente a la molécula de γ globulina bobina (158 kDa), según 
los volúmenes de elución estandarizados de proteínas globulares de masa conocida. 
Las fracciones recogidas fueron analizadas mediante SDS-PAGE, y la fracción corres-
pondiente al peso molecular del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV (Figura 4.11, B, recua-
dro) se depositó sobre una rejilla y se analizó mediante microscopía electrónica.  
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Figura 4.10. Encaje de la estructura obtenida mediante Robetta en el mapa de microsco-
pía electrónica. A) Modelo atómico obtenido mediante Robetta dimerizado, el cual obtuvo 
un mayor valor de correlación al ser encajado en el mapa de densidad generado mediante 
microscopía electrónica. B) Encaje de dicho modelo atómico en el mapa de microscopía.
Resultados
59
98
64
50
36
Xrcc4
DNA ligasa IV
A B
PM (kDa)
γ-globulina OvoalbúminaTiroglobulina
ml
m
AU
A260
A280
DNA ligasa IV
Xrcc450
76
116
PM (kDa)
Figura 4.11. Purificación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. A) Gel de poliacrilamida en con-
diciones desnaturalizantes realizado tras la purificación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. 
PM: marcadores de peso molecular. B) Purificación del complejo mediante cromatografía 
de exclusión molecular previo a su análisis mediante microscopía electrónica. Perfil de elu-
ción del complejo y gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes correspondiente 
a la fracción seleccionada para su análisis mediante microscopía electrónica.
4.8.  Experimentos de entrecruzamiento del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV 
mediante glutaraldehído
Con el fin de determinar el estado de oligomerización del complejo Xrcc4-DNA liga-
sa IV se llevó a cabo un ensayo de entrecruzamiento con glutaraldehído. Se incubó el 
complejo con un tampón que contenía diferentes concentraciones de glutaraldehído 
durante distintos tiempos (ver apartado 3.4 de Materiales y Métodos para más deta-
lle). Las muestras se analizaron posteriormente mediante electroforesis en geles de 
poliacrilamida desnaturalizantes, donde se observó una banda mayoritaria que pre-
sentaba una migración electroforética correspondiente a una especie de aproximada-
mente 180 kDa. Este peso molecular resultó ser compatible con un complejo Xrcc4-
DNA ligasa IV en relación molar 2:1, correspondiente a una molécula de DNA ligasa IV 
por cada dímero de Xrcc4 (Figura 4.12). Como control se cargó la misma cantidad de 
proteína sin glutaraldehído, detectándose las dos bandas correspondientes a Xrcc4 y la 
DNA ligasa. Además, se detectaron otros componentes de mayor peso molecular, pro-
bablemente correspondientes a agregados que fueron observados de forma repetida 
en los estudios de microscopía realizados. La banda que probablemente correspondía 
al complejo Xrcc4-DNA ligasa IV fue analizada mediante espectrometría de masas, que 
determinó que ambas proteínas estaban presentes.
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Figura 4.12. Experimentos de entrecruza-
miento del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. 
Gel de poliacrilamida en condiciones des-
naturalizantes en el que se resolvieron los 
complejos después del ensayo de entre-
cruzamiento con glutaraldehído. El peso 
molecular de los marcadores se indica en 
la parte izquierda en kDa. En la parte de-
recha se indica la posición de la principal 
especie detectada. Como control, se cargó 
una muestra del mismo complejo que no 
había sido tratada previamente con gluta-
raldehído. 
4.9.  Análisis de la interacción del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV con DNA 
Con el fin de determinar si el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV interaccionaba con DNA 
se llevaron a cabo ensayos de retardo en gel en condiciones nativas con dos tipos dis-
tintos de DNA. Por un lado, se incubó el complejo con el fragmento de DNA de 390 pb 
de doble cadena descrito en Materiales y Métodos en una relación molar 30:1 y 60:1 
con el objetivo de que la mayor parte del DNA se uniera a proteína, y a continuación, 
los complejos Xrcc4-DNA se resolvieron mediante electroforesis en condiciones nati-
vas en geles de poliacrilamida. Como controles se analizaron las mismas cantidades de 
proteína y de DNA de manera independiente. El gel fue teñido con bromuro de etidio 
con el fin de detectar el DNA (Figura 4.13) y en segundo lugar con una solución de pla-
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Figura 4.13. Ensayo de interacción entre Xrcc4-DNA ligasa IV y DNA de 390 pb. A) Gel na-
tivo teñido con bromuro de etidio, en el cual se observa retardo en el DNA. B) El mismo gel 
nativo fue teñido posteriormente con plata, donde se observó que la movilidad electroforé-
tica era diferente en ausencia y presencia de DNA.
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ta, con el fin de determinar la diferencia de movilidad electroforética en el complejo. 
Se observó un retardo en el movimiento electroforético del DNA, en cuya banda tam-
bién aparecía el complejo. Además, al igual que en el caso de Xrcc4, se observó que los 
complejos con DNA poseían una mayor movilidad electroforética que la proteína libre.
Por otro lado, también se llevó a cabo la unión del complejo a una molécula de DNA 
de 35 pb, analizando una concentración de DNA constante de 25 nM con concentracio-
nes crecientes del complejo, desde 50 nM a 600 nM. En este caso, observamos retardo 
en el complejo cuando la relación molar DNA:complejo era entre 1:8 y 1:16, pero en 
ningún caso se observó el retardo completo del DNA (Figura 4.14).
4.10.  Análisis estructural del complejo Xrcc4-DNA  ligasa  IV mediante mi-
croscopía electrónica
Una vez determinada la homogeneidad y la composición de la preparación, se pro-
cedió a la visualización de la muestra en el microscopio electrónico. Las partículas del 
complejo Xrcc4-DNA ligasa IV fueron observadas después de teñirlas negativamente, 
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.8.1 de Materiales y Métodos. A pesar 
de haber realizado una cromatografía de filtración molecular para separar el complejo 
de los agregados, en las micrografías adquiridas seguía observándose una gran varia-
bilidad en cuanto a tamaños y formas de las moléculas (Figura 4.15, A). Aún así, se 
detectaron partículas individuales del tamaño esperado para el complejo distribuidas 
sobre la rejilla. Se seleccionaron y extrajeron un total de 7848 imágenes individuales 
de las micrografías, algunas de las cuales se muestran en la Figura 4.15, B, y se procesa-
ron mediante métodos de clasificación y alineamiento libres de patrón descritos en el 
apartado 3.8.3 de Materiales y Métodos (Figura 4.15, C). Cada una de estas imágenes 
medias se corresponde con una imagen de proyección de la partícula bajo estudio, la 
cual ha interaccionado con el soporte de microscopía electrónica en una orientación 
determinada. Estas imágenes mostraron que las moléculas presentaban nuevamente 
una forma alargada al igual que Xrcc4, pero se observó que poseían masa adicional en 
uno de sus extremos, lo cual no había sido observado previamente en las moléculas de 
DNA 
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Figura 4.14. Ensayo de  interacción entre el 
complejo Xrcc4-DNA ligasa IV y una molécu-
la de DNA de 35 pb. Gel nativo en el que se 
cargaron distintas concentraciones del com-
plejo (0-600 nM), con una cantidad constan-
te de DNA (25 nM). El gel fue visualizado en 
un Phosphorimager, y en él se puede obser-
var el retardo en el DNA cuando las concen-
traciones de complejo Xrcc4-DNA ligasa IV se 
encuentran entre 8:1 y 16:1 con respecto al 
DNA. 
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Xrcc4 cuando la proteína DNA ligasa IV no se encontraba presente en la preparación. 
4.11.  Localización del extremo C-terminal de Xrcc4 en el complejo Xrcc4-
DNA ligasa IV
Con el fin de localizar la posición del dominio C-terminal de Xrcc4 en el complejo 
Xrcc4-DNA ligasa IV se purificaron y observaron en el microscopio electrónico comple-
jos que carecían de dicha región. Para llevarlo a cabo, se purificó un complejo constitui-
do por la proteína DNA ligasa IV completa y una versión truncada de Xrcc4 (∆214-336) 
(ver apartado 3.1.3 de Materiales y Métodos). Mediante cromatografía de exclusión 
molecular se determinó que la movilidad del complejo era similar a la del marcador 
γ globulina bovina, el cual tiene un peso molecular de 158 kDa (Figura 4.16, A). Las 
fracciones recogidas se analizaron mediante SDS-PAGE, donde se pudo observar la 
pureza de la preparación, así como la diferencia en la movilidad electroforética para 
Xrcc4 truncada comparada con aquélla que formaba parte del complejo silvestre (Fi-
gura 4.16, B). A continuación, la fracción correspondiente al pico en el que eluía el 
complejo se analizó mediante microscopía electrónica. Se seleccionaron y extrajeron 
un total de 3428 partículas (Figura 4.17, A), las cuales fueron promediadas generando 
medias libres de referencia del complejo truncado (Figura 4.17, B). Éstas mostraron 
una molécula significativamente más pequeña y globular comparada con el complejo 
silvestre, lo cual sugería que la pérdida del dominio C-terminal de Xrcc4 modificaba 
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Figura 4.15. Microscopía electrónica de Xrcc4-DNA ligasa IV. A) Campo de una micrografía 
electrónica de una muestra del complejo contrastado negativamente. La barra de escala 
indica 100 nm. Los asteriscos indican  partículas individuales correspondientes a complejos 
Xrcc4-DNA ligasa IV. B) Galería de imágenes correspondientes a moléculas individuales re-
presentativas extraídas de las micrografías. C) Clases medias obtenidas mediante algoritmos 
libres de referencia.
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la forma alargada de la molécula al visualizarla en el microscopio electrónico. Esta re-
ducción en la longitud del complejo después de eliminar tan sólo un pequeño dominio 
únicamente podía ser compatible con la localización del extremo C-terminal de Xrcc4 
en el extremo inferior más estrecho de las imágenes. A continuación se llevó a cabo 
un alineamiento de las imágenes medias obtenidas del complejo truncado con medias 
generadas previamente con los datos del complejo silvestre (Figura 4.17, C i, ii), cuyo 
resultado mostró que la mayoría de las medias eran alineadas con la región más ancha 
de dichas medias. Posteriormente, se calculó el mapa de diferencias entre las imáge-
nes medias alineadas de las clases correspondientes a ambos conjuntos de datos (Fi-
gura 4.17, Ciii), el cual localizó la región truncada de Xrcc4 en el extremo más estrecho 
de las imágenes medias bidimensionales del complejo Xrcc4-Dna ligasa IV silvestre. 
Por tanto, la región N-terminal de Xrcc4 y la ligasa probablemente se localizaban en la 
parte más voluminosa de las imágenes medias.
A continuación, se intentó llevar a cabo la reconstrucción tridimensional del com-
plejo truncado, pero debido a esta reducción en tamaño así como su aspecto globular 
no fue posible resolver su estructura. Sin embargo, los volúmenes preliminares que se 
obtuvieron durante el procesamiento sólo se podían interpretar asignando el mapa 
de densidad obtenido a la parte más voluminosa y globular del complejo Xrcc4-DNA 
ligasa IV silvestre, lo cual es compatible con los resultados obtenidos con anterioridad 
a partir de las imágenes bidimensionales. 
Por tanto, con este ensayo se ha localizado la posición del extremo C-terminal de 
A280
PM (kDa)
DNA ligasa IV
Xrcc4
ml
m
AU
97
45
30
γ-globulina OvoalbúminaTiroglobulina
A B
PM (kDa)
97
45
30
Xrc
c4(
∆2
14
-33
6)/
lig
 IV
Xrc
c4-
DN
A l
iga
sa 
IV
DNA ligasa IV
Xrcc4(∆214-336)
Xrcc4 silvestre 
Figura 4.16. Purificación del  complejo Xrcc4(∆214-336)/DNA  ligasa  IV. A) Cromatografía 
de exclusión molecular en la que se analizó el estado de agregación del complejo. Como 
marcadores de peso molecular se utilizó una solución de proteínas de movilidad conocida, 
entre ellas tiroglobulina (670 kDa), γ globulina bobina (158 kDa) y ovoalbúmina (45 kDa). En 
el recuadro se muestra el gel SDS-PAGE en el que se analizó la fracción de la cromatografía 
correspondiente al complejo. B) Gel SDS-PAGE en el que se comparó el complejo truncado 
con el complejo silvestre. Se puede observar la diferencia en la movilidad electroforética 
entre el complejo silvestre y el truncado.
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Figura 4.17. Microscopía electrónica del complejo Xrcc4(∆214-336)/DNA ligasa IV y ma-
peo del extremo C-terminal de Xrcc4 en el complejo. A) Galería de partículas individuales 
extraídas de las micrografías. B) Imágenes medias del complejo truncado obtenidas tras el 
procesamiento mediante algoritmos libres de patrón. C) Correlación entre las medias libres 
de referencia del complejo truncado con medias del complejo silvestre. Cada línea muestra: 
i) medias 2D del complejo silvestre;  ii) medias 2D del complejo truncado después de ser 
alineadas frente a las medias mostradas en i; iii) mapa de diferencia entre las imágenes 
alineadas del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV truncado y el complejo silvestre (con las diferen-
cias significativas mostradas en rojo).
Xrcc4 en las imágenes del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV.
4.12.  Localización del extremo N-terminal de la DNA ligasa IV en el comple-
jo Xrcc4-DNA ligasa IV mediante marcaje con moléculas de oro
Con el fin de determinar la localización del núcleo catalítico de la ligasa en las imá-
genes del complejo, llevamos a cabo un experimento de marcaje con oro en el comple-
jo Xrcc4-DNA ligasa IV silvestre. Se incubó el complejo con un compuesto que contenía 
una partícula de oro de 1,8 nm de diámetro unida a un átomo de níquel (Ni-NTA Nano-
gold, ver sección 3.11 de Materiales y Métodos). Este compuesto se une con una alta 
afinidad a varios residuos de histidina adyacentes, y la ligasa del complejo presentaba 
una etiqueta accesible de seis histidinas en su dominio N-terminal. El complejo se in-
cubó con un exceso de Nanogold y los complejos resultantes se purificaron mediante 
cromatografía de exclusión molecular. El cromatograma reveló que la proteína y el oro 
coeluían en un único pico identificado mediante absorbancia a 280 nm y 420 nm (Fi-
gura 4.18, A), siendo la absorbancia a 420 nm específica para detectar la presencia de 
partículas de oro. Como controles se inyectaron en la columna las mismas cantidades 
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de Nanogold y del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV de manera independiente, y se ana-
lizaron y compararon los cromatogramas con los obtenidos en el primer caso (Figura 
4.18, B). Así mismo, se observó que la coelución de oro y proteína no ocurría en pre-
sencia de imidazol, confirmándose así que la interacción oro-proteína era específica de 
la etiqueta de histidinas presente en el dominio N-terminal de la ligasa. La proporción 
relativa de unión del oro a la proteína, calculada mediante los valores de absorbancia 
obtenidos, se estimó próxima al 65%. Se llevó a cabo a continuación una electroforesis 
en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) que confirmó 
la existencia del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV en la fracción analizada. A continuación 
se analizó la fracción que contenía el complejo unido a Nanogold mediante microsco-
pía electrónica (Figura 4.19), donde se observó que un gran número de las imágenes 
correspondían a complejos proteína-oro, identificados por la presencia de un círculo 
de alta densidad a los electrones, y tenían un tamaño, forma y apariencia compatible 
con una partícula de oro de 1,8 nm (indicado con flechas en la Figura 4.19, A y B). Se 
seleccionaron y extrajeron de las micrografías un total de 1500 imágenes en las que 
claramente se detectó la partícula de oro y se generaron imágenes medias libres de 
patrón (Figura 4.19, B), las cuales indicaron que el motivo de alta densidad a los elec-
trones correspondiente a la partícula de oro estaba localizado en las proximidades de 
uno de los extremos de la molécula, concretamente, en el extremo más ancho, donde 
mediante el análisis estructural llevado a cabo previamente en 2D se había conjetura-
do que se podía localizar la región N-terminal de Xrcc4 y parte de la DNA ligasa IV. 
Por tanto, con este experimento de marcaje, se corroboró que en la región más ex-
tensa de la molécula se encontraba tanto la región N-terminal de Xrcc4 como al menos 
el núcleo catalítico de la ligasa,  puesto que es en esa zona donde se encontraba el 
extremo N-terminal de la proteína (Figura 4.19, C).
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Figura 4.18. Purificación de complejos Xrcc4-DNA ligasa IV con Nanogold mediante croma-
tografías de exclusión molecular. A) Cromatografía de exclusión molecular tras la incuba-
ción del complejo con Nanogold. B) Cromatograma obtenido tras inyectar una solución de 
Nanogold a la misma concentración que en A. 
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Figura 4.19. Localización del núcleo catalítico de la proteína DNA ligasa IV dentro del com-
plejo silvestre. A) Partículas individuales extraídas de las micrografías en las que se observó 
claramente la molécula de oro. B) Imágenes medias libres de patrón generadas con las mo-
léculas seleccionadas. C) Representación de la localización del núcleo catalítico de la ligasa 
dentro del complejo, utilizando una de las medias bidimensionales representativas.
4.13.  Reconstrucción tridimensional del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV
Las partículas seleccionadas procedentes de la muestra Xrcc4-DNA ligasa IV silves-
tre fueron analizadas y procesadas utilizando métodos de refinamiento angular. Como 
se ha descrito previamente, se utilizaron diferentes estrategias de procesamiento para 
la generación del volumen inicial, todos ellos carentes de simetría, con los que se obtu-
vieron soluciones similares (Figura 4.20). Por un lado, las imágenes medias obtenidas 
mediante métodos de clasificación libres de patrón fueron utilizadas para generar un 
modelo tridimensional inicial mediante líneas comunes (Figura 4.20, A). Por otro lado, 
se generaron blobs gaussianos con las dimensiones del complejo y sin apenas detalles 
estructurales (Figura 4.20, B). Los modelos iniciales se refinaron de manera iterativa 
durante varios ciclos con EMAN y en un momento determinado, cuando se observó 
que los resultados eran similares, uno de los volúmenes procedente del refinamiento 
fue seleccionado y procesado con Xmipp. 
A continuación, se llevó a cabo un refinamiento con ML3D de Xmipp, en el que se 
calcularon tres reconstrucciones tridimensionales (Figura 4.21) en un intento de selec-
cionar un subconjunto de datos consistente, ya que se había observado que los datos 
poseían cierto grado de heterogeneidad estructural. Tras el refinamiento, un 55% de 
las partículas encajaron con el primer modelo obtenido, un 25% con el segundo y por 
último, un 20% de las mismas con el tercero. Sin embargo, los volúmenes generados 
resultaron ser similares entre sí, aunque ligeramente diferentes con respecto al mapa 
inicial. El volumen con un mayor número de partículas (conformación 1) fue seleccio-
nado y refinado posteriormente, aunque este volumen no se estabilizó. Por este moti-
vo, la reconstrucción obtenida no se puede considerar como una estructura definitiva 
del complejo. Probablemente, la estructura resuelta representa una media de distintas 
conformaciones del complejo que no ha sido posible resolver con las técnicas que he-
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Figura 4.20. Modelos iniciales empleados en el proceso de reconstrucción. Se ge-
neraron distintos modelos iniciales, entre los que se incluían A) modelos generados 
mediante líneas comunes, B) blobs gaussianos. En todos los casos, las estructuras 
convergían hacia estructuras con características similares a baja resolución.
mos aplicado durante el procesamiento de imagen.
Sin embargo, el mapa obtenido era consistente con las medias libres de patrón ge-
neradas con los datos, lo cual sugiere que ciertas características estructurales del mo-
delo podrían ser fidedignas. La estructura reveló una organización asimétrica, con unas 
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Figura 4.21. Mapas obtenidos tras el procesamiento con ML3D de Xmipp. Se introdujeron 
tres referencias iniciales en el procesamiento y las partículas se distribuyeron entre ellos del 
modo que se indica en la figura.
Resultados
68
dimensiones aproximadas de 140 Å de alto por 110 Å de largo (máxima longitud) y 80 
Å  de ancho (Figura 4.22), y una resolución de 31 Å. En el mapa de densidad obtenido 
se distinguieron tres zonas diferenciadas. Por un lado, una región alargada constituida 
por dos masas en los extremos (destacados en colores rosa y azul) conectadas por una 
región más delgada (Figura 4.22, vista frontal). Se observó que tanto las dimensiones 
como la forma de esta región del modelo poseían características similares a la estruc-
tura atómica de Xrcc4. Por otro lado, se pudo apreciar una masa de mayor tamaño que 
atravesaba las anteriores (color verde en Figura 4.22, vista frontal ). Se observó además 
una tercera masa de gran tamaño (de color rojo en la figura), la cual se encontraba 
adyacente a la masa de color rosa mencionada con anterioridad, y que era claramente 
visible desde otras orientaciones del mapa (Figura 4.22, vistas lateral y posterior).
A continuación, llevamos a cabo el ajuste de diversas estructuras atómicas resueltas 
para determinados dominios del complejo o de otras ligasas homólogas en el volumen 
obtenido mediante microscopía electrónica (Figura 4.23). Al igual que con Xrcc4, tam-
bién se generaron modelos atómicos de Xrcc4 humana completa utilizando el servidor 
Robetta, los cuales resultaron ser muy similares a los obtenidos con Xrcc4 de ratón, y 
que fueron utilizados también en el encaje en el mapa obtenido mediante microscopía 
electrónica (Figura 4.23, A). 
Todas estas estructuras encajaban adecuadamente en el volumen y venían a con-
firmar los datos obtenidos previamente con los experimentos de localización en dos 
dimensiones de la región N-terminal de la ligasa y la región C-terminal de Xrcc4. 
Por un lado, se llevó a cabo el ajuste del núcleo catalítico de una DNA ligasa depen-
diente de ATP del organismo Sulfolobus solfataricus homóloga a la proteína DNA ligasa 
IV (fichero PDB: 2HIV) (Figura 4.23, C) (Pascal et al., 2006). Esta estructura encajaba en 
la zona  que se había asignado a la ligasa mediante el ensayo de localización con Nano-
gold, mientras que el modelo de Xrcc4 generado con Robetta sólo podía ser encajado 
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Figura 4.22. Reconstrucción tridimensional del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. Este volu-
men fue utilizado para el encaje posterior de las estructuras atómicas. Se muestran distintas 
orientaciones de la molécula (frontal, lateral y posterior relacionadas por un ángulo de 90º 
entre ellas).
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Figura  4.23. Encaje de las estructuras atómicas disponibles para el complejo Xrcc4-DNA 
ligasa IV. A) Encaje de la estructura modelada mediante Robetta para Xrcc4 humana com-
pleta. B) Encaje de la estructura resuelta mediante cristalografía de rayos X de Xrcc4 huma-
na unida a los dominios BRCT de la ligasa (Wu et al., 2009) (fichero PDB 3II6). C) Encaje de la 
estructura obtenida mediante Robetta de Xrcc4 (colores rosa, naranja y azul), los dominios 
BRCT de DNA ligasa IV humana, extraídos del PDB 3II6 (en color verde) y el núcleo catalítico 
de la DNA ligasa de Sulfolobus solfataricus  (en color rojo) (Pascal et al., 2006) (fichero PDB 
2HIV).
dentro del volumen en el eje longitudinal más largo de la estructura (Figura 4.23, A). 
Por último, los dominios BRCT pertenecientes a la proteína DNA ligasa IV de origen hu-
mano, extraídos del fichero PDB 3II6 (Wu et al., 2009), encajaban perfectamente en la 
región bilobulada central de la molécula, y además esta disposición concordaba con la 
estructura atómica resuelta de Xrcc4 en interacción con los dominios BRCT de la DNA 
ligasa IV, interacción que se establece a través de la región coiled-coil de Xrcc4 (Figura 
4.23, B y C).  La estructura obtenida era consistente, por tanto, con el mapeo realizado 
previamente en dos dimensiones, así como con las estructuras atómicas disponibles. 
Sin embargo, el hecho de que la estructura no se estabilizase durante el refinamiento 
sugería la presencia de heterogeneidad en los datos. 
Para intentar aumentar la homogeneidad de la muestra y obtener así una recons-
trucción con una mejor calidad de los datos, decidimos abordar estrategias de purifi-
cación de complejos Xrcc4-DNA ligasa IV estabilizados con glutaraldehído siguiendo el 
método GraFix.
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4.14.  Purificación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV estabilizado mediante 
glutaraldehído (GraFix)
A continuación se llevó a cabo la purificación del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV in-
cubado con glutaraldehído siguiendo el método GraFix, con la intención de purificar 
un complejo más estable. Se sometió a la muestra a un proceso de centrifugación 
en un gradiente de glicerol en presencia de un gradiente creciente de glutaraldehído, 
que produce la fijación de las diferentes especies presentes a lo largo del gradiente. 
Las fracciones recogidas después del proceso de centrifugación se analizaron median-
te electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Figura 
4.24, A). Se observó una transición a lo largo de las fracciones desde complejos de 
unos 180 kDa hasta especies de mayor tamaño, probablemente correspondientes a 
agregados inducidos por el agente de entrecruzamiento. Se seleccionó una fracción 
enriquecida en complejos con un peso molecular aproximado de 180 kDa, compatible 
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Figura 4.24. Ensayo de GraFix del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV silvestre. A) Gel SDS-PAGE 
en el que se cargaron las fracciones recogidas tras GraFix. La fracción seleccionada, y que 
presentaba un peso molecular de aproximadamente 180 kDa fue analizada mediante mi-
croscopía electrónica. B) Campo de una micrografía en el que se muestran moléculas indi-
viduales. La barra de escala indica 50 nm. C) Galería de imágenes individuales extraídas de 
las micrografías. D) Clases medias libres de patrón.
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con una molécula de ligasa unida a un dímero de Xrcc4. Dicha fracción se observó al 
microscopio electrónico, donde se tomaron micrografías (Figura 4.24, B) y se extra-
jeron 3519 partículas, algunas de las cuales pueden observarse en la Figura 4.24, C. 
Posteriormente, los datos se analizaron mediante procesamiento de imágenes, lleván-
dose a cabo un análisis bidimensional libre de referencia para alinear las partículas de 
la misma manera realizada anteriormente (Figura 4.24, D). Estas medias mostraron 
que la molécula presentaba las mismas dimensiones y una morfología general similar 
a la descrita previamente para el caso de las moléculas del complejo sin fijación, sin 
embargo las partículas se habían teñido mejor que en el caso anterior y presentaban 
una mayor calidad. Se observó que las medias bidimensionales típicas del complejo 
Xrcc4-DNA ligasa IV consistía en una molécula longitudinal con un extremo más estre-
cho en la parte inferior y un extremo significativamente más ancho en el otro extremo, 
como ya se había determinado inicialmente con los datos obtenidos sin utilizar GraFix. 
Con estos nuevos datos se intentó llevar a cabo una reconstrucción tridimensional, sin 
embargo, el mapa obtenido no reveló nuevos detalles internos de la molécula, pero 
confirmó la estructura descrita previamente.
4.15.  Purificación de XLF humana
Con el fin de estudiar este factor de reciente descubrimiento implicado en la repa-
ración de DNA, el cual realiza sus funciones mediante la interacción con el complejo 
Xrcc4-DNA ligasa IV, se llevó a cabo la expresión y purificación de la proteína XLF hu-
mana recombinante. El vector de expresión utilizado fue pGEX6P1, el cual permitió la 
expresión del gen XLF unido a la proteína de fusión GST. En primer lugar se utilizaron 
las cepas de E.coli BL21(DE3), y se llevó a cabo un ensayo utilizando distintos tiempos 
de inducción, temperaturas, y concentraciones de IPTG. Tras la inducción de la expre-
sión de la proteína de interés, se observó que la banda de la proteína sobreexpresada 
correspondía al peso molecular de XLF unida a la proteína de fusión GST (55 kDa en 
total) (Figura 4.25, A). En este ensayo se determinó que la expresión aumentaba con 
la temperatura, resultando ser ésta máxima a 37 ºC. Sin embargo, cuando se llevó a 
cabo el ensayo de solubilidad, se observó que la mayor parte de la proteína expre-
sada se encontraba insoluble (Figura 4.25, B y C). A continuación se llevó a cabo un 
segundo ensayo utilizando las condiciones de purificación previamente descritas (Yu 
et al., 2008) (Figura 4.25, D), pero al igual que en el caso anterior, aunque la proteína 
se sobreexpresó en grandes cantidades, la proteína no se expresaba de forma soluble 
(Figura 4.25, E). 
Se emplearon entonces nuevas estrategias de purificación. Se expresó y purificó XLF 
en cepas E.coli Rosetta2 mediante inducción con 0,25 mM IPTG a 15 ºC durante toda 
la noche. Se observó que la expresión se había iniciado a las tres horas desde la induc-
ción, pero ésta resultó máxima después de 18 horas. Sin embargo, sólo se produjo una 
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inducción pequeña de la expresión de la proteína de interés (Figura 4.26, A, marcada 
con “*”), mientras que otras proteínas de E.coli mostraron una mayor sobreexpresión 
(Figura 4.26, A, indicada con una flecha). En el ensayo de solubilidad realizado pos-
teriormente se determinó que sólo una pequeña fracción de la proteína de interés 
expresada permanecía soluble (Figura 4.26, B).
A pesar del bajo rendimiento obtenido, se llevó a cabo la purificación de la pro-
teína contenida en la fracción soluble en una resina de glutatión sefarosa, donde se 
purificó una proteína con un peso molecular aparente correspondiente al complejo 
constituido por XLF y la proteína de fusión GST (Figura 4.26, C, marcada con “*”). Se 
eluyó con glutatión y tras un proceso de diálisis se incubó con la proteasa 3C durante 
toda la noche con el objetivo de separar la proteína GST de XLF. Las especies resultan-
tes del corte con la proteasa fueron analizadas mediante electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes (Figura 4.26, D), en la que se observaron dos bandas que deberían 
corresponder, según los marcadores de peso molecular a la proteasa 3C unida a GST 
(~45 kDa, marcada con una flecha en la figura) y GST (~28 kDa, marcada con “*” en la 
figura). Sin embargo, no se observó ninguna banda que pudiera corresponder según el 
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Figura 4.25. Inducción y expresión de XLF-GST en células E.coli  BL21. A) Inducción de XLF-
GST a distintas temperaturas (15, 22y 37 ºC). B-C) Ensayo de solubilidad de la proteína ex-
presada. D) Nueva inducción utilizando condiciones diferentes de tiempo y concentración 
de IPTG a las anteriores. E) Ensayo de solubilidad con las nuevas condiciones empleadas. 
(NI: No inducido; PM: marcadores de peso molecular).
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peso molecular de los marcadores a la proteína XLF (~33 kDa).
Se llevó a cabo a continuación una segunda prueba de corte con la proteasa 3C, 
empleando en este caso distintas relaciones proteína/proteasa (Figura 4.27) y se ob-
tuvieron diversas bandas tras el corte , siendo dos de ellas mayoritarias. Estas ban-
das presentaban ligeras diferencias en la movilidad electroforética, de alrededor de 
30 kDa (marcadas con “*”). Se llevó a cabo un análisis mediante espectrometría de 
masas, donde se determinó que la banda de mayor movilidad electroforética conte-
nía simultáneamente GST y XLF. Además, la banda de menor movilidad electroforética 
correspondía también a XLF. Estos análisis parecían indicar que la proteína XLF sufría 
una degradación durante el proceso de purificación hacia fragmentos de menor peso 
molecular. Por este motivo, se generaron dos construcciones de XLF que eran estables 
a lo largo del proceso de purificación, y que se encontraban deleccionadas en su ex-
tremo C-terminal, denominadas XLF1 (XLF∆248-299) y XLF2 (XLF∆242-299), las cuales 
fueron purificadas siguiendo el mismo protocolo que para XLF silvestre. En el caso de 
XLF1, ésta continuaba sufriendo degradación parcial hasta generar la versión truncada 
XLF2, que parece ser la más estable de las dos formas (Figura 4.28).
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Figura 4.26.  Inducción y expresión de XLF-GST en células E.coli   Rosetta. A) Se tomaron 
muestras tras la inducción de XLF-GST a distintos tiempos (0, 3 y 18 h). B) Ensayo de solubi-
lidad de la proteína expresada. C) Gel SDS-PAGE de las fracciones resultantes de la purifica-
ción mediante una resina de glutatión sefarosa. D) Gel SDS-PAGE en el que se analizaron los 
productos obtenidos tras el corte con la proteasa 3C para separar la proteína XLF de la GST.
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Figura 4.27. Ensayo de corte con  la proteasa 3C y análisis mediante espectrometría de 
masas. Se utilizaron distintas relaciones proteína/proteasa y se incubaron durante toda la 
noche. Los productos resultantes del corte con la proteasa 3C se analizaron mediante es-
pecterometría de masas, así como el producto inicial previo al corte. La banda 1 se determi-
nó que correspondía a XLF, la banda 2 contenía simultáneamente XLF y GST tras el corte y 
la banda 3 correspondía a la proteína XLF unida a la proteína de fusión GST antes del corte. 
4.16.  Análisis de la interacción XLF-DNA mediante geles nativos 
 Con el fin de analizar la posible interacción entre la proteína XLF y DNA se reali-
zaron ensayos de retardo en gel en condiciones nativas. Los ensayos de unión a DNA se 
llevaron a cabo con el fragmento de DNA de 390 pb descrito en Materiales y Métodos y 
con una de las formas truncadas de XLF purificadas (XLF2) en una relación molar 20:1. 
Se resolvieron los complejos en geles de poliacrilamida en condiciones nativas (Figura 
4.29), los cuales fueron teñidos en primer lugar con bromuro de etidio para detectar el 
DNA y posteriormente con plata para detectar XLF. En este ensayo se determinó que la 
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Figura  4.28.  Gel  SDS-PAGE  en  el  que 
se  analizaron  las  proteínas  XLF  trun-
cadas  purificadas. XLF1 corresponde a 
la construcción XLF∆248-299, mientras 
que XLF2 corresponde a la construc-
ción XLF∆242-299. En el caso de XLF1, 
se puede observar como esta proteína 
continuaba sufriendo degradación par-
cial una vez purificada, hasta generar la 
versión truncada estable  XLF∆242-299 o 
XLF2.
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forma de XLF que se encuentra truncada en su extremo C-terminal no une DNA.  
4.17.  Caracterización de la interacción entre XLF y el complejo Xrcc4-DNA 
ligasa IV
Se realizaron diversos ensayos de unión entre las proteínas XLF1 y el complejo 
Xrcc4(∆214-336)/DNA ligasa IV (se utilizaron estas especies porque disponíamos de 
mayor cantidad de proteína en ambos casos). Se incubó el complejo Xrcc4-DNA ligasa 
IV con la proteína XLF en una relación molar 1:3. A continuación se llevó a cabo una 
cromatografía de exclusión molecular en una columna Superdex 200 (Figura 4.30, C), 
inyectando como control las mismas cantidades de proteína de manera independiente 
que las utilizadas en el ensayo de unión (Figura 4.30, A y B). El cromatograma obtenido 
mostró que la proteína eluía en dos picos, que cuando fueron analizados mediante 
electroforesis en condiciones desnaturalizantes, mostraron que no se producía inte-
racción entre ambas proteínas, puesto que XLF no co-eluyó en la misma fracción que 
uno de los componentes de mayor peso molecular correspondiente al complejo Xrcc4-
DNA ligasa IV. 
También se llevaron a cabo ensayos de interacción mediante geles nativos, tanto 
con el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV truncado como silvestre, utilizando distintas con-
diciones, pero en todos los casos se obtuvieron resultados similares. Estos resultados 
negativos tuvieron sentido posteriormente a la luz de estudios publicados por otros 
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Figura 4.29. Ensayo de interacción entre XLF y DNA. A) Gel nativo teñido con bromuro de 
etidio, en el que se observa que no hay retardo en el DNA. B) El mismo gel nativo fue teñido 
posteriormente con plata, donde se observó que la movilidad electroforética tanto en pre-
sencia como en ausencia del DNA era la misma.
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Figura 4.30. Ensayo de unión entre el complejo Xrcc4(∆214-336)-DNA ligasa IV y XLF1. A) 
Control del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. El complejo eluye en la misma fracción que el 
marcador γ globulina (158 kDa). B) Control de XLF1 (XLF∆248-299), el cual eluye entre los 
mardadores γ globulina (158 kDa) y ovoalbúmina (44 kDa). C) Complejo Xrcc4-DNA ligasa IV 
incubado con XLF1.
grupos en los que se describió que estas proteínas interaccionan débilmente (Andres 
et al., 2007; Deshpande y Wilson, 2007; Li et al., 2008). In vivo, se ha observado que 
el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV y XLF son reclutados independientemente al sitio del 
daño, mediado por el heterodímero Ku (Yano et al., 2008), por lo que es posible que la 
formación de un complejo ternario sólo sea posible en el contexto de un complejo que 
contenga tanto las proteínas Ku como DNA.
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Los daños en el DNA son reparados por una multitud de complejos macromole-
culares de gran tamaño constituidos por un amplio número de proteínas que actúan 
de forma dinámica sobre el DNA dañado, ensamblándose y desensamblándose a lo 
largo del ciclo celular (Weterings y van Gent, 2004). Esta participación dinámica de 
moléculas también implica que éstas adquieran distintas conformaciones y funciones 
a lo largo del ciclo celular para regular su actividad, la de otras moléculas con las que 
interaccionan, o esas mismas interacciones.
Para poder comprender los fundamentos moleculares de las lesiones en el DNA y su 
mecanismo de reparación es necesario resolver la estructura tridimensional de estos 
grandes complejos macromoleculares. La determinación estructural mediante micros-
copía electrónica es una herramienta muy útil en estos casos, puesto que permite el 
estudio de muestras biológicas con una pequeña cantidad del espécimen en cuestión. 
Otra ventaja es que permite estudiar muestras que presentan cambios conformacio-
nales o son flexibles. Aunque la mayoría de las estructuras se resuelven a media-baja 
resolución, los avances tanto técnicos como computacionales están permitiendo al-
canzar, con cada vez mayor frecuencia, altas resoluciones, incluso quasiatómicas en 
algunos casos (Jiang et al., 2008; Yu et al., 2008; Zhang et al., 2008). 
 En este contexto, el proceso de reparación conocido como NHEJ es llevado a cabo 
por macromoléculas que se localizan formando grandes complejos sobre el DNA, por 
lo que se trata de un buen material para ser estudiado mediante microscopía elec-
trónica. Nuestro grupo ha llevado a cabo previamente la determinación estructural, 
mediante microscopía electrónica, de otras proteínas y complejos que intervienen en 
este proceso, como el heterodímero Ku (Rivera-Calzada et al., 2007). También se ha 
estudiado la proteína DNA-PKcs (Boskovic et al., 2003; Rivera-Calzada et al., 2005), 
y el complejo Ku/DNA-PKcs (Spagnolo et al., 2006). Siguiendo con esta línea de in-
vestigación, el siguiente objetivo propuesto en el grupo fue la determinación de la 
estructura del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV, complejo que lleva a cabo la ligación del 
DNA durante el proceso de reparación. Las proteínas Xrcc4 y DNA ligasa IV forman un 
complejo in vivo que liga los extremos de DNA de doble cadena, producidos por diver-
sas causas tanto externas como fisiológicas. La información estructural disponible en la 
actualidad para estas proteínas se limita a dominios aislados resueltos mediante otras 
técnicas estructurales. 
Poco tiempo después del comienzo de estos estudios, se descubrió una nueva pro-
teína que participaba en este proceso de reparación denominada Cernunnos/XLF. Se 
determinó que interaccionaba con el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV, y por este motivo, 
se decidió llevar a cabo su expresión y purificación con el fin de formar un complejo 
estable con el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV y realizar posteriormente su análisis es-
tructural.
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5.1.   La estructura tridimensional de Xrcc4 completa revela una región car-
boxilo-terminal globular
Xrcc4 es una proteína esencial en el proceso de reparación mediante NHEJ en eu-
cariotas y en la recombinación V(D)J en vertebrados. Xrcc4, como ya se ha comentado 
anteriormente, es fundamental para la estabilidad y la actividad de la proteína DNA 
ligasa IV (Grawunder et al., 1997; Modesti et al., 1999).
En esta tesis se ha llevado a cabo un estudio estructural mediante microscopía elec-
trónica de la proteína Xrcc4. Este objetivo se planteó inicialmente porque no se co-
nocía la estructura de la proteína completa, si bien existían estructuras parciales de 
la misma. Diversos estudios cristalográficos previos han proporcionado información 
estructural acerca de una versión truncada de Xrcc4 que carece aproximadamente de 
1/3 de la molécula en su extremo C-terminal (Junop et al., 2000; Sibanda et al., 2001; 
Wu et al., 2009), dando lugar a un fragmento más estable para su cristalización. Por 
otro lado, la resolución de la estructura de la proteína completa podría resultar muy 
útil para llevar a cabo la interpretación de la estructura del complejo Xrcc4-DNA ligasa 
IV estudiado posteriormente.
Al intentar purificar la proteína Xrcc4 humana se observó que ésta era bioquími-
camente inestable, determinándose que formaba oligómeros de alto peso molecular 
debido a la formación de puentes disulfuro intermoleculares. En el caso de la resolu-
ción de la estructura atómica de Xrcc4 unida a un péptido de la proteína DNA ligasa IV 
(Sibanda et al., 2001), los autores afirman que mutaron todos los residuos de cisteínas 
de Xrcc4 (cuatro en total, 93, 128, 130 y 165) a alaninas con el fin de prevenir la for-
mación  de oligómeros de Xrcc4 debidos a estos puentes disulfuro. Por este motivo, 
se decidió purificar la proteína de ratón, la cual no presentaba este comportamiento y, 
como se ha comentado anteriormente, presenta una elevada homología con la proteí-
na de origen humano. En estudios realizados por otros grupos se ha determinado que 
Xrcc4 interacciona con moléculas de DNA de más de 100 pb, incluso en ausencia de la 
ligasa (Modesti et al., 1999). En esta tesis también se ha determinado que la proteína 
interacciona con moléculas de DNA de gran longitud, en concreto con una molécula 
de 390 pb. 
La microscopía electrónica de partículas individuales  nos ha permitido observar por 
primera vez la arquitectura tridimensional de la proteína Xrcc4 de mamíferos comple-
ta. El dímero, como ya se ha comentado previamente, tiene un peso molecular de sólo 
76 kDa, por lo que se encuentra en el límite de lo que es posible estudiar mediante 
microscopía electrónica (Figura 5.1, B). Los especímenes apropiados para su estudio 
mediante esta técnica suelen ser muestras de más de 200 kDa para tinción negativa y 
más de 300 kDa para criomicroscopía. Sin embargo, han sido resueltas otras moléculas 
de pequeño tamaño, como son la prefoldina eucariota, de tan sólo 90 kDa (Martin-
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Benito et al., 2002) o la geminina humana (Okorokov et al., 2004), también con un peso 
molecular aproximado de 90 kDa (Figura 5.1, A).
A pesar de su pequeño tamaño, Xrcc4 se visualizaba perfectamente en el microsco-
pio utilizando tinción negativa. Sin embargo, el primer problema que surgió fue que, a 
pesar de que la muestra se encontraba completamente pura, cuando era observada al 
microscopio se detectaba una gran variabilidad en cuanto a formas y tamaños. En un 
principio, se pensó que la muestra podía sufrir un proceso de degradación durante los 
ciclos de congelación/descongelación a los que era sometida durante su almacenaje. 
Por otro lado, el agente de tinción puede producir deformaciones y aplastamientos en 
el espécimen bajo estudio que podían ser responsables de la variabilidad observada. 
Es muy importante que la muestra observada al microscopio sea lo más homogénea 
posible, puesto que cuando se lleva a cabo su reconstrucción tridimensional, como ya 
se ha comentado en el apartado de introducción, ésta se sustenta en que las molécu-
las que se observan en el microscopio proceden de la misma estructura y en el mismo 
estado conformacional y de oligomerización. A pesar de que existen opciones para 
obtener un conjunto de datos homogéneo de una forma computacional mediante pro-
gramas que analizan la heterogeneidad en las partículas y en los volúmenes, esta ca-
pacidad de análisis es limitada, por lo que resulta siempre recomendable obtener ini-
cialmente una muestra bioquímicamente homogénea. Por este motivo, realizamos un 
proceso de purificación adicional de la muestra mediante centrifugación en gradientes 
de glicerol previo a su observación en el microscopio electrónico, con la finalidad de 
aislar y purificar el complejo dimérico de posibles agregados y partículas degradadas. 
Tras este proceso, se observó que la muestra visualizada al microscopio era más homo-
génea. Las partículas que se podían observar eran alargadas, pero aún así las imágenes 
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Figura 5.1. Comparación de  la estructura de Xrcc4 con  la molécula de geminina huma-
na, otro ejemplo de molécula de pequeño tamaño. A) Estructura de la geminina resuelta 
mediante microscopía electrónica, representada en distintas orientaciones (adaptada de 
Okorokov et al., 2004). B) Estructura de Xrcc4, orientación frontal y superior.
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seleccionadas mostraban un aspecto más grueso de lo esperado a nivel de la región 
central, puesto que en esa región era donde se esperaba localizar las alfa-hélices de 
la molécula. Las medias bidimensionales obtenidas inicialmente también reflejaban 
una densidad central que, a priori, parecía difícil asignar a dos alfa-hélices, por lo que 
pensamos que se podrían tratar  de tetrámeros en lugar de dímeros. Esta idea era 
fundada, puesto que varios grupos habían determinado tanto bioquímicamente como 
estructuralmente que existía esta forma tetramérica de la molécula (Junop et al., 2000; 
Leber et al., 1998), aunque posteriormente se ha determinado que los tetrámeros no 
constituyen una forma funcional in vivo (Modesti et al., 2003). 
Una vez confirmamos mediante ensayos bioquímicos y biofísicos que la forma ma-
yoritaria en nuestra preparación eran dímeros de Xrcc4, una posible explicación a este 
hecho era que las imágenes fueran más gruesas de lo esperado por el efecto de la tin-
ción, de manera que esto podía dar cuenta de esa densidad adicional. Si comparamos 
nuestra estructura con la estructura obtenida mediante microscopía electrónica de 
la geminina humana mediante tinción negativa (Okorokov et al., 2004), una proteína 
de dimensiones parecidas a Xrcc4, podemos observar ciertas similitudes (Figura 5.1). 
Además de presentar un tamaño similar, esta proteína está compuesta por una región 
de alfa-hélices de alrededor de 170 Å de longitud. En la estructura resuelta mediante 
microscopía electrónica se puede observar que la región que los autores asignan a 
las alfa-hélices presenta una mayor densidad de la esperada para una región de alfa-
hélices. Al igual que en nuestro caso, esto podría ser debido a un efecto artefactual 
de la tinción. Otra posible causa es que debido al pequeño tamaño de la partícula no 
dispongamos de la suficiente resolución para definir adecuadamente dos alfa-hélices 
mediante microscopía electrónica, de manera que lo que realmente observemos en 
la zona central sea el efecto debido a una relación señal-ruido muy baja, que visual-
mente se manifiesta en un engrosamiento de esa región. De hecho, en los volúmenes 
obtenidos, según el filtro que se aplicase al volumen, se podían ver conexiones por las 
regiones exteriores del volumen, por el interior o se perdía la conexión completamen-
te. Esto sugiere que a la resolución de la estructura obtenida, 37 Å, se definen funda-
mentalmente los dos dominios globulares de los extremos, pero no es posible definir 
la masa central con claridad. 
A pesar de la baja resolución obtenida, debida principalmente al pequeño tamaño 
de la molécula, la determinación de su estructura ha permitido proponer un modelo 
de organización, desconocido hasta  la fecha, para la proteína completa. Dicha estruc-
tura presenta una longitud compatible con la molécula de Xrcc4, si se compara con la 
estructura dimérica cristalizada y resuelta de Xrcc4 humana (Junop et al., 2000). En 
el caso de la estructura resuelta mediante microscopía, Xrcc4 consta de dos regiones 
globulares en los extremos y una región central más estrecha. A pesar de la baja re-
solución, la forma característica de esta molécula ha permitido realizar un ajuste de 
la estructura atómica resuelta mediante cristalografía de rayos X de Xrcc4 humana. 
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Según este ajuste, la región N-terminal se localizaría en una de las zonas globulares y 
el domino coiled-coil en la región central. Además, observábamos una región globular 
de gran tamaño, en la que no podíamos encajar  ninguna estructura atómica y que 
debía corresponder al dominio C-terminal de Xrcc4. Como hemos comentado ya en 
otros apartados de esta tesis, se desconoce por completo la estructura tridimensional 
de esta región. Es importante porque contiene residuos que pueden ser fosforilados 
por DNA-PKcs y está filogenéticamente conservada (Yu et al., 2003), sugiriendo una 
posible función reguladora del mecanismo de NHEJ. De hecho, se ha postulado que 
la fosforilación de estas regiones por DNA-PKcs esté implicada en el desensamblaje 
del complejo del DNA (Merkle et al., 2002). Las predicciones de estructura secunda-
ria sugerían que esta región podía estar compuesta principalmente por alfa-hélices y 
regiones desordenadas. Los experimentos de resonancia magnética nuclear llevados 
a cabo por nuestros colaboradores han determinado que este dominio presenta una 
estructura desordenada cuando se purifica de manera aislada, por lo que es probable 
que el resto de la estructura de Xrcc4 sea necesaria para su correcto plegamiento. En 
esta tesis hemos planteado que esta región C-terminal puede tratarse de un dominio 
globular localizado en el extremo opuesto al dominio N-terminal, algo que hemos vi-
sualizado por un lado en el microscopio electrónico y se ha apoyado por otro median-
te la predicción de estructura terciaria realizada con Robetta. Hay que recordar que 
Xrcc4 no presenta homología con ninguna proteína conocida hasta el momento, y el 
modelado de la región C-terminal fue realizado mediante una aproximación de novo. 
Cuando llevamos a cabo el ajuste de la predicción con un mayor valor de correlación en 
el volumen de microscopía, observamos que ésta encajaba correctamente dentro de 
la densidad del volumen. (ver Figura 4.10 de Resultados). Un dato importante es que 
la predicción de estructura secundaria de la proteína XLF, cuya estructura es similar a 
la de Xrcc4, también propone que su dominio C-terminal (residuos 200-299) está for-
mado por regiones de alfa-hélices y regiones desordenadas. Sin embargo, cuando se 
resolvió parte de su estructura (residuos 1-233) mediante cristalografía de rayos X (ver 
Figura 5.3, A) se observó que la región constituida por los residuos 200-233 formaba 
una estructura definida alrededor de las coiled-coil parecida a las estructuras predeci-
das mediante Robetta para Xrcc4 (ver Figura 4.9 de Resultados y Figura 5.2).
Se ha determinado que a través de la región C-terminal de Xrcc4 también se pro-
ducen interacciones con otras proteínas que intervienen en el ciclo de reparación, 
como la proteína Polinucleótido quinasa (Koch et al., 2004). En un estudio realizado 
por Bernstein y col. (Bernstein et al., 2005) , en el que resolvieron la estructura cristalo-
gráfica de la proteína Polinucleótido quinasa (PNK) de mamíferos unida a un fosfopép-
tido de Xrcc4 de origen humano (Ac-YDES(pT)DEESEKK-CONH2) situado en el dominio 
C-terminal de la proteína, observaron que éste interaccionaba con el dominio FHA de 
la quinasa. PNK es una quinasa/fosfatasa que actúa en los extremos del DNA para que 
puedan ser ligados. En la estructura predicha por Robetta, esa región se encontraba en 
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una región que conecta dos alfa-hélices y se encontraría accesible para la interacción 
con la quinasa (Figura 5.2).
Existen otras proteínas con una estructura semejante a Xrcc4, basándose en sus 
regiones coiled-coil, y que están implicadas en interacciones con ácidos nucleicos o 
reparación de DNA. Uno de los últimos descubrimientos ha sido XLF (Andres et al., 
2007; Li et al., 2008), el cual muestra ciertas similitudes estructurales con Xrcc4 a pesar 
de su escasa homología (Figura 5.3, A). Por otro lado, las proteínas SMC, encargadas 
del mantenimiento de la estructura cromosómica, y algunas de ellas implicadas en 
mecanismos de reparación de DNA, también presentan estructuras semejantes (Figu-
ra 5.3, B) (Hirano, 2006). Estos polipéptidos están constituidos por regiones con lar-
gas alfa-hélices estructuradas en dominios coiled-coil al igual que en Xrcc4, y también 
forman dímeros que interaccionan a través de regiones globulares. Estas estructuras 
presentan interacciones dinámicas con el DNA, manipulando las hebras y adoptando 
distintas conformaciones, más abiertas o cerradas gracias a la flexibilidad en la región 
coiled-coil. Otra similitud consiste en que las proteínas SMC podrían unirse al DNA a 
través de una región de cargas positivas situada en el dominio de dimerización. (Uhl-
mann y Hopfner, 2006). Sap 1 (del inglés Switch-activating protein 1), una proteína de 
la levadura S. pombe, con funciones en la organización y segregación cromosómica, 
también presenta una estructura similar. Es un dímero de 46 kDa que presenta una 
región coiled-coil de más de 120 Å de longitud (Bada et al., 2000). En esta proteína, se 
especula que el dominio N-terminal se puede unir a DNA, mientras que la región C-
terminal puede servir para conectar con otras regiones o proteínas alejadas del DNA. 
Por tanto, parece ser que las regiones coiled-coil y su flexibilidad son necesarias para 
establecer las interacciones con otras proteínas y el DNA en estos grupos de proteínas.
PNK
Figura 5.2. Modelo de Robetta dimerizado obtenido para la proteína Xrcc4 completa. Se 
muestra en amarillo la región de interacción de Xrcc4 con PNK.
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5.2.  La región N-terminal de la proteína DNA-ligasa IV se localiza próxima 
a la región N-terminal de Xrcc4 en el complejo, mientras que la región C-
terminal se localiza en el extremo opuesto
Una vez realizada la reconstrucción tridimensional de Xrcc4, procedimos a recons-
truir el complejo de Xrcc4 con la proteína DNA ligasa IV, partiendo con la ventaja de 
que ya conocíamos la estructura de uno de sus componentes. Xrcc4-DNA ligasa IV es 
un complejo constitutivo y estable en la célula. La vida media de la ligasa se ha deter-
minado entre 30 y 90 minutos en ausencia de Xrcc4, y es debido a esa inestabilidad 
por lo que no se puede purificar y estudiar independientemente. Cuando se iniciaron 
los estudios estructurales del complejo, solamente se conocía la estructura de dos ter-
ceras partes de Xrcc4 unida a un pequeño fragmento de uno de los dominios BRCT de 
la DNA ligasa IV, donde se determinó que una ligasa se une a un dímero de Xrcc4 de 
manera asimétrica (Sibanda et al., 2001). Por este motivo, resultaba interesante co-
nocer la disposición y la interacción de estas proteínas dentro del complejo. A día de 
hoy, se han resuelto también mediante cristalografía de rayos X ambos dominios BRCT 
de la DNA ligasa IV, en complejo con el mismo fragmento de Xrcc4 resuelto de manera 
individual (Wu et al., 2009). 
El análisis de las imágenes de microscopía electrónica del complejo ha proporcio-
nado información estructural relevante sobre su organización. Las vistas laterales del 
complejo revelaron que éste estaba constituido por dos regiones globulares de mayor 
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Figura  5.3.  Representación  esquemática  y modelos  de  otras  estructuras  con  dominios 
coiled-coil. Existe un gran número de proteínas que presentan esta organización estruc-
tural y que están relacionadas con interacciones con ácidos nucleicos en mecanismos de 
reparación o mantenimiento de la integridad genómica. A) Estructura de XLF (Andres et al., 
2007) (PDB 2R9A). B) Esquema de la organización de las proteínas SMC (adaptado de Hira-
no, 2006). C) Predicción de la estructura tridimensional de la proteína Sap1 en contacto con 
una molécula de DNA (tomado de Bada et al., 2000).
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densidad situadas en extremos opuestos, siendo un extremo más ancho y masivo y 
otro con forma de punta de flecha. Cuando se comparan estas imágenes con las de la 
estructura de Xrcc4 completa, se puede observar que la longitud de ambas moléculas 
es similar, pero en las medias del complejo se observa una región más ancha y otra más 
estrecha, a diferencia de las moléculas de Xrcc4, donde ambos extremos presentaban 
la misma anchura. 
 Para localizar ciertas regiones o dominios proteicos dentro de un complejo de 
mayor tamaño en las medias bidimensionales obtenidas mediante microscopía elec-
trónica, existen distintas aproximaciones que son de uso rutinario. Entre las estrategias 
más comúnmente utilizadas destaca la generación de proteínas mutantes, de los que 
también se obtienen imágenes medias bidimensionales libres de referencia y su re-
construcción tridimensional, que son comparados posteriormente con los de la mues-
tra silvestre. Tras realizar un mapa de diferencia, se puede determinar qué región se 
encuentra ausente en el mutante y, por tanto, asignarla a un determinado dominio 
proteico. Otras estrategias frecuentemente utilizadas consisten en emplear moléculas 
que se unan a determinadas regiones conocidas, como anticuerpos o moléculas de 
oro, de forma que se pueda identificar esa región (Frank, 2006). En general, la locali-
zación de las subunidades de un complejo de proteínas no es algo trivial, sobre todo 
en el caso de la tinción negativa, puesto que el agente de tinción limita la resolución 
alcanzada y dificulta en gran medida la asignación de los dominios sin ambigüedades. 
Sin embargo, en algunas ocasiones las medias bidimensionales libres de patrón obte-
nidas presentan suficiente grado de detalle de manera que no es necesario realizar la 
reconstrucción tridimensional para determinar la localización de un dominio (Nishida 
et al., 2006; Roberts et al., 2009). Durante esta tesis, se han llevado a cabo varias de 
estas estrategias con el fin de localizar determinados dominios de las proteínas dentro 
del complejo. 
Por un lado, se ha localizado en el complejo la región N-terminal de la proteína 
DNA ligasa IV mediante un compuesto llamado Nanogold. Este compuesto contiene 
una pequeña molécula de oro unida a un átomo de níquel, el cual interacciona con las 
etiquetas de histidinas utilizadas de manera rutinaria en los procesos de purificación 
de proteínas. En el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV, esta etiqueta estaba localizada en el 
extremo N-terminal de la ligasa. Tras purificar los complejos proteína-oro formados 
mediante una cromatografía de exclusión molecular, éstos se visualizaron en el micros-
copio electrónico. El procesamiento de las partículas con oro presentó ciertas dificul-
tades, debido principalmente al valor de densidad extremo y constante de la partícula 
metálica. Éste dirigía e influenciaba el alineamiento de las imágenes, produciendo ar-
tefactos tanto en el alineamiento como en la reconstrucción tridimensional. A pesar de 
estos problemas, en algunas de las imágenes adquiridas se podía observar claramente 
una región de alta densidad a los electrones compatible en tamaño con la molécula de 
oro utilizada. Esta densidad se localizaba en las medias libres de patrón generadas en 
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la región más ancha del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. 
Por otro lado, con el objetivo de localizar la posición del dominio C-terminal de la 
proteína Xrcc4 dentro del complejo humano, se generó un mutante que carecía de di-
cha región (Xrcc4(∆214-336)-DNA ligasa IV). A continuación, se visualizó al microscopio 
electrónico con el objetivo de su localización mediante un mapa de diferencia, como 
se ha comentado anteriormente. En las imágenes obtenidas, pero más claramente en 
las medias bidimensionales generadas, se observó que este complejo era mucho más 
pequeño en longitud que el silvestre, y se localizó el dominio C-terminal de Xrcc4 en la 
región que hemos denominado de punta de flecha dentro del complejo.
En resumen, mediante esta doble estrategia de marcaje se pudo definir que la zona 
N-terminal de Xrcc4 se encuentra próxima a la región catalítica de la ligasa (ver Figura 
5.4).
5.3.  La estructura tridimensional del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV es con-
sistente con los datos obtenidos mediante el análisis bidimensional previo
Además de la localización de dominios en dos dimensiones, utilizamos las imágenes 
del complejo silvestre para llevar a cabo su reconstrucción tridimensional (ver Figura 
4.22 de Resultados). Las estructuras obtenidas mediante los distintos procesamientos 
presentaban las mismas dimensiones, y todas ellas tenían una morfología similar: una 
región alargada con dos dominios globulares en los extremos que recordaba a la es-
tructura de la proteína Xrcc4 obtenida mediante microscopía electrónica, en este caso 
uno mucho más ancho que el otro. En el centro de esta estructura siempre aparecía 
una región bilobulada, mientras que en la parte posterior del volumen aparecía de 
forma consistente una densidad generalmente plana. Estos datos concordaban con las 
medias bidimensionales obtenidas a partir de las imágenes individuales, puesto que se 
observaban unas partículas alargadas, con una base más estrecha, y la parte superior 
más ancha.
Cuando se llevó a cabo el encaje de las estructuras atómicas disponibles para el 
complejo Xrcc4-DNA ligasa IV (ver Figura 4.23 de Resultados), se observó que la estruc-
tura tridimensional obtenida, además de ser consistente con el mapeo realizado en 
dos dimensiones, también lo era con las estructuras atómicas. Sin embargo, la ausen-
cia de una estabilización clara de la estructura durante el refinamiento impidió obtener 
una estructura definitiva del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. Por este motivo, llevamos a 
cabo distintas aproximaciones para intentar resolver los problemas del procesamiento. 
Por un lado, se intentó generar una estructura independiente mediante criomicrosco-
pía. La tinción negativa limita la resolución del mapa de densidad obtenido mediante 
microscopía electrónica y puede llegar a introducir artefactos importantes en algunas 
ocasiones. Un estudio mediante criomicroscopía siempre es deseable, pero los resul-
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tados en este caso dependen del tamaño de la proteína, principalmente. En nuestro 
caso, no fuimos capaces de observar la proteína debido al pequeño tamaño del com-
plejo Xrcc4-DNA ligasa IV. Por este motivo, se intentó llevar a cabo una reconstrucción 
tridimensional del complejo mediante criotinción. En esta técnica, la muestra se pre-
serva en su estado nativo al tiempo que un agente de tinción aumenta el contraste. Sin 
embargo, tampoco logramos en este caso observar la proteína mediante esta técnica. 
Por otro lado, se intentó mejorar la calidad de los datos obtenidos inicialmente me-
diante tinción negativa llevando a cabo un ensayo bioquímico de reciente aplicación en 
microscopía electrónica conocido como GraFix y que consiste en someter a la muestra 
a un gradiente de densidad en glicerol a la vez que la muestra se va fijando a lo largo 
del gradiente con un agente de fijación, como el glutaraldehído. Con esta aproximación 
la calidad de los datos mejoró, y aunque existían aún regiones con alta variabilidad, la 
forma general de la molécula era consistente con los datos obtenidos previamente. 
Todo ello, en conjunto, sugiere que a pesar de que la estructura tridimensional no 
convergió, los volúmenes pueden aproximarse a la estructura del complejo. Es posible 
que la falta de convergencia sea debida a cierta heterogeneidad estructural del com-
plejo, causada por la flexibilidad estructural de la ligasa que puede ser necesaria para 
llevar a cabo la ligación de los extremos del DNA. 
5.4.  Modelo estructural del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV e implicaciones 
fisiológicas
Los volúmenes obtenidos mediante reconstrucción de partículas individuales com-
binados con la localización tanto de la región N-terminal de la ligasa como de la C-
terminal de Xrcc4, y las estructuras obtenidas previamente mediante cristalografía de 
rayos X para dominios aislados de Xrcc4 y la ligasa, nos permiten proponer un modelo 
de la arquitectura del complejo. La ligasa, como ya se ha mencionado anteriormente, 
comprende un núcleo catalítico en su extremo N-terminal seguido de los dominios 
BRCT. En nuestro modelo, los dominios BRCT rodearían la región coiled-coil de Xrcc4, 
mientras que el núcleo catalítico se localizaría en las proximidades del extremo N-ter-
minal de Xrcc4 en su parte posterior. La posición de la región BRCT de la ligasa sugerida 
por la estructura tridimensional obtenida mediante microscopía electrónica en esta 
tesis implicaría que éstas podrían interaccionar con Xrcc4 a la vez que se encontrarían 
accesibles para la interacción con otras proteínas del ciclo de reparación. Entre las inte-
racciones que ya se han descrito, la proteína Ku interacciona con la ligasa a través de su 
dominio BRCT1 (Costantini et al., 2007), y con Xrcc4, por lo que esa disposición de las 
proteínas del complejo podría ser coherente con las interacciones ya descritas. Ade-
más, todas estas interacciones se localizarían en el lado anterior del complejo mientras 
que el posterior quedaría libre para la interacción de la ligasa con el DNA. La posición y 
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orientación del dominio catalítico de la ligasa sugerido por la estructura implicaría que 
el DNA podría interaccionar con la región N-terminal de Xrcc4, a la vez que con el domi-
nio catalítico de la ligasa, dada su proximidad. Aunque la interacción entre el dominio 
catalítico de la ligasa con Xrcc4 no ha sido observada previamente, sino que sólo se ha 
determinado la interacción de la región entre los dominios BRCT y el dominio BRCT2 
con la región coiled-coil de Xrcc4, existe la posibilidad de que se requieran dominios 
adicionales para estabilizar la interacción entre las dos proteínas. De hecho, un estudio 
previo determinó que sólo era necesaria la región localizada entre ambos dominios 
BRCT para la interacción y estabilización del complejo, sin embargo, posteriormente se 
observó que el dominio BRCT2 también era necesario, por lo que no se puede descar-
tar que existan otras interacciones entre ambas proteínas. 
En cuanto a la unión del complejo a DNA, los estudios cristalográficos previos reali-
zados con Xrcc4 han propuesto dos formas alternativas de unir DNA, aunque a día de 
hoy no existen datos bioquímicos o estructurales suficientes que confirmen ninguna 
de las dos teorías. Uno de los grupos sugiere que el DNA podría ser reconocido por el 
dominio globular situado en el extremo N-terminal de Xrcc4, debido al potencial elec-
trostático positivo de esa región (Junop et al., 2000). En el segundo trabajo, se sugiere 
que el DNA podría interaccionar directamente con el dominio de alfa-hélices central 
(Sibanda et al., 2001). Si la interacción se produjera por la región N-terminal, Xrcc4 
dispondría de una región de unión por cada monómero. Esta disposición facilitaría 
que cada subunidad de Xrcc4 interaccionase con uno de los dos fragmentos de DNA a 
reparar, estabilizando así los extremos para que puedan ser ligados por la ligasa, como 
sugieren Li y col. (Li et al., 1995) y Leber y col. (Leber et al., 1998).
 Dado nuestro conocimiento actual de la reacción de ligación, se espera que la 
conformación de los dominios catalíticos de la ligasa cambien de manera significativa 
cuando se una al DNA durante el proceso de reparación (Figura 5.4). Las estructuras 
resueltas en otras ligasas, tanto eucariotas como bacterianas, han mostrado que las 
ligasas de distintos organismos rodean sus sustratos de una manera similar. Se ha de-
terminado que el dominio OB-fold de las ligasas está unido al dominio de adenilación 
de una forma flexible y sufre una notable rotación entre el primer paso de adenilación 
de la enzima y los siguientes eventos del proceso de ligación (Shuman y Schwer, 1995). 
Esta forma de anillo puede aumentar la procesividad de la enzima y acelerar la bús-
queda de la lesión a reparar  (Ellenberger y Tomkinson, 2008), estabilizando así una 
conformación del DNA que exponga los extremos de la molécula que van a ser ligados 
al sitio activo de la enzima. Por tanto, las ligasas cambian de conformación durante la 
reacción de unión al DNA con el fin de acomodar las múltiples reacciones que ocurren 
con el nucleótido y los sustratos. La arquitectura de las ligasas con múltiples dominios 
proporciona la flexibilidad necesaria para ensamblarse y desensamblarse del DNA du-
rante el proceso de reparación. La flexibilidad de este complejo queda patente por su 
capacidad de ligar extremos de DNA totalmente incompatibles (Gu et al., 2007).
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En este contexto, la estructura resuelta muestra que los dominios BRCT pueden 
proporcionar un punto de unión de la ligasa con Xrcc4 mientras que permite cierto gra-
do de flexibilidad estructural de los dominios catalíticos. Esta libertad de movimiento 
sería necesaria para abrirse y cerrarse alrededor de la molécula de DNA, facilitando la 
ligación de las diversas configuraciones del DNA dañado. La capacidad para reparar el 
amplio rango de extremos dañados se refleja en la flexibilidad que todos los compo-
nentes de esta ruta tienen que presentar, tanto nucleasas, como polimerasas y ligasa. 
Xrcc4 también presenta flexibilidad, ya que se puede observar que las alfa-hélices re-
sueltas en las diversas estructuras (ver Figura 1.8 de Introducción) adoptan una estruc-
tura curvada que es distinta en cada una de esas estructuras, lo que da una idea de 
su flexibilidad. Puede ser que esta cierta flexibilidad conformacional de los dominios 
catalíticos sea la responsable de las dificultades encontradas durante el procesamiento 
de las imágenes del complejo para determinar su estructura tridimensional. 
5.5.  Xrcc4 y DNA ligasa IV sólo interaccionan de forma estable con DNA en 
presencia del heterodímero Ku
Se ha observado en trabajos anteriores que tanto Xrcc4 como el complejo Xrcc4-
DNA ligasa IV interaccionan con DNA (Chen et al., 2000; Modesti et al., 1999). En el 
caso de Xrcc4, la interacción se ha detectado únicamente con moléculas de DNA de 
más de 100 pb, de una manera no específica de secuencia (Modesti et al., 1999). Se 
ha observado que otras proteínas que participan en la reparación NHEJ también re-
quieren moléculas de DNA relativamente largas para interaccionar. Por ejemplo, XLF 
necesita una molécula de DNA de al menos 85 pb para unirse (Hentges et al., 2006; Lu 
et al., 2007). También se ha observado que en presencia de Ku, XLF y Xrcc4 se pueden 
unir a DNAs de una longitud inferior (Chen et al., 2000; Nick McElhinny et al., 2000; 
+ DNA
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C-ter
BRCTs
Dominios
catalíticos
Figura 5.4. Modelo para la organización del complejo Xrcc4-DNA ligasa IV. Se muestra en 
rojo los dominios catalíticos de la ligasa y en verde sus dominios BRCT. En rosa se muestra 
la región N-terminal de Xrcc4, en azul, su región C-terminal y en naranja su dominio coiled-
coil. En presencia del DNA, es probable que ocurra un cambio conformacional a nivel de los 
dominios catalíticos de la ligasa que permita unirse al DNA con una mayor eficacia.
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Tsai et al., 2007). 
Por otra parte, se ha determinado que la interacción entre Xrcc4 y el DNA se produ-
ce cuando la relación molar es mayor a 100:1, y que el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV se 
une a DNA en unas condiciones en las que la relación molar es 20:1 (Nick McElhinny et 
al., 2000). Sin embargo, cuando Ku está presente en la reacción, estos valores disminu-
yen drásticamente, indicando que el complejo interacciona de una forma estable con 
el DNA exclusivamente en el contexto de un complejo ternario con Ku. En los ensayos 
de retardo realizados en esta tesis hemos comprobado que las proteínas unen DNA en 
las condiciones descritas previamente, y nunca cuando las concentraciones de proteí-
na y DNA eran equimolares, por lo que en estas condiciones no es posible reconstituir 
un complejo con DNA para observarlo al microscopio electrónico. Será necesario por 
tanto ensamblar el complejo en presencia de la proteína Ku para reconstruirlo tridi-
mensionalmente en presencia de DNA. El hecho de que Ku sea necesaria para formar 
un complejo estable de otras proteínas sobre el DNA tiene sentido, puesto que Ku es la 
proteína central en el proceso de reclutamiento y ensamblaje de todos los componen-
tes del mecanismo de reparación NHEJ, incluido el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV y XLF, 
sobre los extremos del DNA dañado (Nick McElhinny et al., 2000). 
5.6.  La  región  C-terminal  de  la  proteína  XLF  introduce  una  inestabilidad 
que dificulta la purificación de la proteína completa
Al poco tiempo de empezar a trabajar con el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV se descu-
brió un nuevo factor denominado XLF ó Cernunnos, que interacciona con este comple-
jo (Ahnesorg et al., 2006; Buck et al., 2006). Los objetivos del proyecto eran purificarlo 
y formar un complejo ternario con el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV para determinar 
su estructura. Se ha determinado que XLF estimula a la ligasa durante la ligación de 
extremos desapareados y no cohesivos, de manera que puede regular la actividad del 
complejo en determinadas situaciones. In vivo, este hecho tiene relevancia, puesto 
que durante la recombinación V(D)J se producen extremos de DNA con extremos pro-
tuberantes desapareados en 3’, y es en estos casos cuando aumenta la eficacia en 
el proceso de ligación gracias a Cernunnos. Parece que cuando XLF está presente, se 
mantiene ese extremo protuberante, manteniendo así la integridad de la secuencia del 
DNA.  Los autores proponen que esa hebra continua puede servir de molde para que 
la polimerasa µ polimerice la hebra complementaria (Gu et al., 2007; Li et al., 2008). 
Cuando iniciamos su estudio, no se conocía la estructura de este factor. Tras los 
intentos de purificación infructuosos, conseguimos purificar la proteína XLF trunca-
da en su extremo C-terminal, construcción de la que posteriormente fue resuelta su 
estructura tridimensional por dos grupos diferentes, (Li et al., 2008) y (Andres et al., 
2007). Curiosamente, la estructura de XLF era muy parecida a la de Xrcc4, a pesar de 
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su baja homología de secuencia. Llevamos a cabo ensayos de unión a DNA, pero no se 
observó retardo en los ensayos de movilidad electroforética, lo cual pudimos explicar 
posteriormente porque un estudio reveló que XLF interacciona con el DNA a través de 
los últimos 75 residuos de su extremo C-terminal (Yano et al., 2008). En la estructura 
purificada por nosotros estaba truncada parte de esta región y, por este motivo, no 
observamos interacción con el DNA. Además, también intentamos realizar ensayos de 
unión de XLF con el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV, pero en las condiciones utilizadas 
tampoco se observó interacción. In vivo, se ha visto que XLF es reclutado al sitio de la 
lesión de una forma rápida tras producirse el daño en el DNA, a través de Ku, pero de 
manera independiente al complejo Xrcc4-DNA ligasa IV (Yano et al., 2008). In vitro, se 
ha determinado que XLF interacciona con Xrcc4 a través de sus dominios N-terminal }, 
y estimula la actividad de la ligasa (Andres et al., 2007; Deshpande y Wilson, 2007; Li 
et al., 2008). Se ha determinado que la ligasa puede interaccionar con XLF a través de 
sus dominios BRCT, aunque débilmente. Es posible que estas proteínas interaccionen 
débilmente en ausencia de DNA y Ku y, por este motivo, no hayamos observado inte-
racción. Será necesario llevar a cabo nuevos estudios para continuar caracterizando 
estructural y funcionalmente esta proteína.
5.7.  El proceso de ligación en el contexto del NHEJ 
A lo largo de los últimos años, en nuestro laboratorio se han resuelto las estructuras 
de diversos complejos que intervienen en la reparación de dobles roturas en la doble 
cadena de DNA mediante NHEJ. Toda esta información disponible, junto con los resul-
tados obtenidos en esta tesis, se pueden integrar en un modelo para este mecanismo 
de reparación (Figura 5.5).
Los estudios estructurales del heterodímero Ku llevados a cabo mediante micros-
copía electrónica han mostrado que esta proteína experimenta cambios conformacio-
nales en las regiones C-terminal de ambos monómeros al interaccionar con el DNA 
(Rivera-Calzada et al., 2007). Ku recluta a la proteína quinasa DNA-PKcs y a continua-
ción, se desplaza hacia el interior de la molécula de DNA, dejando expuestos los dos 
extremos del DNA que favorecen el reclutamiento de DNA-PKcs. DNA-PKcs sufre cam-
bios conformacionales cuando se une a Ku y al DNA, cuyo resultado es la activación de 
la actividad quinasa y la fosforilación por DNA-PKcs de otras proteínas del complejo de 
reparación. El resultado final es la formación de una holoenzima funcional denomina-
da DNA-PK en el extremo de la rotura, la cual se visualizó por primera vez mediante 
microscopía electrónica (Spagnolo et al., 2006). Dos moléculas de DNA-PK situadas en 
dos moléculas distintas de DNA son capaces de formar complejos sinápticos en los ex-
tremos de la rotura, de forma que se produce así la aproximación de dos moléculas de 
DNA completamente desconectadas. Estos complejos se han visualizado mediante mi-
croscopía electrónica y se han resuelto también mediante SAXs (Hammel et al., 2010; 
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Figura 5.5. Modelo del proceso de reparación mediante unión de extremos no homólo-
gos. En él se representan las estructuras que han sido resueltas mediante microscopía elec-
trónica y el encaje en las mismas de las diferentes estructuras atómicas resueltas.
Rotura
Ku Ku
DNA-PK DNA-PK
Complejo sináptico
Xrcc4-DNA ligasa IV
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Rivera-Calzada et al., 2007). Esta disposición, así como la fosforilación por parte de 
DNA-PKcs de diversos sustratos, favorece el reclutamiento y ensamblaje de otras pro-
teínas encargadas de procesar el DNA. Tras el procesamiento de los extremos, la liga-
ción es llevada a cabo por el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV, cuya actividad enzimática es 
estimulada gracias a interacciones proteína-proteína con la holoenzima DNA-PK (Chen 
et al., 2000; Nick McElhinny et al., 2000). En este contexto, la estructura del complejo 
Xrcc4-DNA ligasa IV determinada en esta tesis, sugiere que puede existir una interac-
ción directa entre el núcleo catalítico de la ligasa y el dominio N-terminal del dímero 
de Xrcc4, mientras la región BRCT de la ligasa rodea el dominio coiled-coil de Xrcc4. En 
esta disposición, cuando el complejo es reclutado al sitio del daño, Xrcc4 podría unir el 
DNA mediante su dominio N-terminal a la vez que la ligasa interaccionaría con él a tra-
vés de los dominios catalíticos. Xrcc4 actuaría como un punto de anclaje en el lugar de 
la lesión, interaccionando a la vez con DNA-PKcs, Ku, DNA ligasa IV y el DNA. Debido a 
su naturaleza dimérica, cada monómero de Xrcc4 se podría unir a un extremo del DNA, 
a la vez que interacciona con uno de los dos complejos sinápticos DNA-PK localizados 
en cada extremo del DNA. Al unirse al DNA y al resto de las proteínas del mecanismo 
de reparación, tienen que producirse cambios conformacionales en el complejo de 
manera que la región catalítica de la ligasa se cierre en torno al DNA para repararlo. 
La reparación de las roturas producidas en la doble cadena de DNA no es un proceso 
sencillo, puesto que una vez ligada una de las hebras, es necesario reparar la segunda 
hebra para concluir el proceso. Hasta la fecha se desconoce si es un único complejo 
Xrcc4-DNA ligasa IV el que lleva a cabo la ligación de ambas hebras, con un proceso de 
adenilación intermedio, o se trata de dos complejos diferentes. Los resultados obte-
nidos mediante cristalografía de rayos X indican que la DNA ligasa se une de manera 
asimétrica a un dímero de Xrcc4, por lo que es posible que el proceso de ligación sea 
llevado a cabo por una única molécula de DNA ligasa IV por cada ciclo de NHEJ. Se ha 
demostrado que la ligasa puede actuar en una hebra del DNA de manera indepen-
diente de la otra (Gu et al., 2007; Ma et al., 2004; Ma et al., 2002), por lo que podría 
tratarse de una reacción secuencial de la misma ligasa. Aun así, no puede descartarse 
que otro complejo constituido por otro dímero de Xrcc4 y una ligasa lleven a cabo la 
ligación en la segunda hebra del DNA. En el caso de que intervenga una única ligasa, 
ésta proteína tiene que ser adenilada de nuevo tras la reparación de una de las hebras 
para proceder a la reparación de la segunda hebra. Desde un punto de vista biológico, 
esto implica que la proteína DNA ligasa IV puede ser recargada in situ para promover 
dos eventos de ligación. Sin embargo, este modelo tiene que ser apoyado por datos 
bioquímicos y no se puede descartar que puedan existir modelos alternativos en los 
que dos ligasas participen en un proceso de ligación.
Para seguir profundizando en el conocimiento del mecanismo de reparación me-
diante unión de extremos no homólogos es necesario resolver los interrogantes que 
aún existen en este proceso, como el papel de la autofosforilación de DNA-PKcs y la 
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fosforilación del resto de proteínas del complejo, o la caracterización de las interac-
ciones entre el complejo Xrcc4-DNA ligasa IV con el DNA, entre otros. El objetivo final 
debe ser resolver la estructura y los mecanismos moleculares de un complejo de repa-
ración completo, que incluya las proteínas DNA-PKcs, Ku70/80, XLF y Xrcc4-DNA ligasa 
IV sobre un DNA que mimetice una doble rotura en la cadena, así como los cambios 
conformacionales que medien la remodelación de la rotura, su reparación, y el desen-
samblaje final del complejo. En este sentido, la microscopía electrónica ha aportado 
información estructural de gran relevancia hasta el momento, y puede seguir siendo 
una herramienta fundamental, más ahora que se conocen un gran número de los com-
ponentes individuales que constituyen el complejo sobre el DNA. Sin embargo, existen 
otros procesos que no pueden ser estudiados mediante microscopía electrónica. Por 
tanto, la combinación entre estudios bioquímicos, funcionales y estructurales son la 
clave para el avance en el conocimiento de este mecanismo de reparación.
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•	 Se	ha	determinado	mediante	ensayos	bioquímicos	y	biofísicos	que	Xrcc4	oligo-
meriza	principalmente	formando	dímeros.
•	 Se	ha	propuesto	un	modelo	tridimensional	de	la	proteína	Xrcc4	consistente	en	
una	molécula	alargada	donde	los	dominios	amino	y	carboxi-terminal	se	encuentran	en	
extremos	opuestos	conectados	por	la	región	coiled-coil.
•	 El	dominio	C-terminal	de	Xrcc4,	que	participa	en	la	regulación	de	la	reparación	
mediante	unión	de	extremos	no	homólogos,	consiste	en	un	dominio	globular	constitui-
do	por	alfa-hélices	y	un	alto	porcentaje	de	regiones	desordenadas.
•	 La	proteína	DNA	ligasa	IV	reconoce	Xrcc4	mediante	 la	 interacción	de	sus	do-
minios	BRCT	con	la	región	coiled-coil	de	Xrcc4,	mientras	que	la	región	catalítica	de	la	
ligasa	se	localiza	en	contacto	con	el	dominio	N-terminal	de	Xrcc4.
•	 El	dominio	C-terminal	de	Xrcc4	se	localiza	en	el	extremo	del	complejo	opuesto	
al	dominio	catalítico	de	DNA	ligasa	IV
•	 La	heterogeneidad	observada	en	 los	datos	del	complejo	Xrcc4-DNA	 ligasa	 IV	
puede	ser	un	reflejo	de	una	flexibilidad	conformacional	necesaria	en	el	complejo	para	
acomodarse	a	las	necesidades	estructurales	de	la	ligación	de	una	rotura.
•	 La	purificación	del	factor	XLF,	recientemente	implicado	en	la	reparación	NHEJ,	
muestra	que	la	región	C-terminal	introduce	una	inestabilidad	que	dificulta	la	purifica-
ción	de	la	proteína	completa,	si	bien	esta	región	es	necesaria	para	el	reconocimiento	
del	DNA.	
•	 No	hemos	observado	una	interacción	estable	entre	el	complejo	Xrcc4-DNA	liga-
sa	IV	y	la	proteína	XLF.	Es	posible	que	esta	interacción	se	vea	favorecida	en	un	contexto	
en	el	que	estén	presentes	la	proteína	Ku	y	el	DNA.
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a b s t r a c t
The DNA ligase IV–Xrcc4 complex is responsible for the ligation of broken DNA ends in the non-
homologous end-joining (NHEJ) pathway of DNA double strand break repair in mammals. Mutations
in DNA ligase IV (Lig4) lead to immunodeﬁciency and radiosensitivity in humans. Only partial struc-
tural information for Lig4 and Xrcc4 is available, while the structure of the full-length proteins and their
arrangement within the Lig4–Xrcc4 complex is unknown. The C-terminal domain of Xrcc4, whose struc-
ture has not been solved, contains phosphorylation sites for DNA-PKcs and is phylogenetically conserved,
indicative of a regulatory role in NHEJ. Here, we have puriﬁed full length Xrcc4 and the Lig4–Xrcc4
complex, and analysed their structure by single-particle electron microscopy. The three-dimensional
structure of Xrcc4 at a resolution of ∼37Å reveals that the C-terminus of Xrcc4 forms a dimeric globular
domain connected to the N-terminus by a coiled-coil. The N- and C-terminal domains of Xrcc4 locate
at opposite ends of an elongated molecule. The electron microscopy images of the Lig4–Xrcc4 complex
were examined by two-dimensional image processing and a double-labelling strategy, identifying the
site of the C-terminus of Xrcc4 and the catalytic core of Lig4within the complex. The catalytic domains of
Lig4 were found to be in the vicinity of the N-terminus of Xrcc4. We provide a ﬁrst sight of the structural
organization of the Lig4–Xrcc4 complex, which suggests that the BRCT domains could provide the link of
the ligase to Xrcc4 while permitting somemovements of the catalytic domains of Lig4. This arrangement
may facilitate the ligation of diverse conﬁgurations of damaged DNA.
© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction
DNA double-strand breaks (DSBs) are generated by genotoxic
agents such as ionizing radiation and radiomimetic chemicals,
by fork collapse during DNA replication, and as intermediates
during physiological cellular processes like the V(D)J recombina-
tion that provides antibody diversity in developing lymphocytes.
In mammalian cells that are not actively dividing, the predomi-
nant mechanism for repair of adventitious DSBs and the exclusive
mechanism for breaks arising during V(D)J recombination is non-
homologous end joining (NHEJ) [1–3]. Inadequacy or defects in
these repair processes can lead to immunodeﬁciency, radiosensi-
tivity and potentially to oncogenic transformation [3–6].
∗ Corresponding author. Tel.: +34 91 837 3112x4446; fax: +34 91 536 0432.
∗∗ Corresponding author. Tel.: +44 20 7153 5422; fax: +44 20 7153 5457.
E-mail addresses: Laurence.Pearl@icr.ac.uk (L.H. Pearl), ollorca@cib.csic.es
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1 Present address: Department of Biochemistry, University of Cambridge, Tennis
Court Road, Cambridge CB2 1GA, UK.
Genetic, biochemical and structural studies have characterized
some of the proteins and mechanisms that participate in NHEJ
[7–10]. Repair is performed by a multi-protein macromolecular
complex assembled around the DNA-dependent protein kinase, a
large enzyme comprising the ∼470kDa DNA-dependent protein
kinase catalytic subunit (DNA-PKcs) and the Ku70-Ku80 het-
erodimer. Initial recognition of the broken DNA ends is a function
of the Ku70-Ku80 dimer. Crystal [11] and electronmicroscopy (EM)
[12] structures of the Ku70-Ku80 dimer show that the protein can
bind accessible DNA ends through a preformed ring in its struc-
ture.Ku70-Ku80can then recruitDNA-PKcswhoseDNA-dependent
kinase activity becomes activated. The three-dimensional (3D)
structure of the DNA-PKcs–Ku70-Ku80 complex assembled on
DNA [13,14] suggests that the complex maintains broken DNA
ends in proximity providing a platform for the recruitment of
other proteins and enzymes required to complete the repair of
the damage, including Artemis [15] and the Lig4–Xrcc4 com-
plex [16,17]. A new NHEJ factor was recently identiﬁed by two
groups and named XLF (Xrcc4-like factor) and Cernunnos [18,19].
XLF/Cernunnos is a 33kDa protein with weak sequence homology
to Xrcc4. Patientswith defects in XLF/Cernunnos show clinical DNA
1568-7864/$ – see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.dnarep.2009.09.007
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instability disorders similar to patients with defects in Artemis or
Lig4. XLF/Cernunnos appears to interact with the Lig4–Xrcc4 com-
plex, although the exact function of this new factor remains to be
further characterized [18,20,21]. Recently, the crystal structure of
a fragment of XLF/Cernunnos has been solved revealing an over-
all fold similar to Xrcc4 but with important structural differences
[22,23]. Current models suggest that a mechanistic ﬂexibility of
these reactions permits the repair of a wide variety of conﬁgura-
tions of the damaged DNA [24,25]. Each broken DNA end would
be bound to a molecule of Ku which could recruit different com-
binations of the above partners (DNA-PKcs, Artemis, DNA ligase
IV/Xrcc4, or polymerases), depending on what is needed to ﬁx a
speciﬁc conﬁguration of the break [26].
DNA ligase IV (Lig4 in humans) and Xrcc4 form a constitutive
complex in the cell [27] that is stable through puriﬁcation [28].
These proteins interact with other macromolecules in the NHEJ
repair complex such as Ku70-Ku80 and DNA-PKcs [29,30]. The
Lig4–Xrcc4 (LX) complex performs the ligation of brokenDNA ends
including those with incompatible conﬁgurations [31]. Cells lack-
ing either Xrcc4 or Lig4 show defects in V(D)J recombination and
hypersensitivity to ionizing radiation [32], and mutations in Lig4
have been identiﬁed in patients exhibiting developmental defects
and immunodeﬁciency [33]. Defects in Lig4 have also been identi-
ﬁed in leukaemia patients [34].
Human Xrcc4 is a 336 aminoacid protein that forms a homod-
imer capable of interacting with DNA [35]. Three crystal structures
have been determined of truncated versions of Xrcc4 compris-
ing the N-terminal two thirds of the human protein (1–178,
1–213 and 1–203) [36–38]. Xrcc4 has a globular N-terminal head
domain (Fig. 1A, pink colour) folded into a seven-stranded -
barrel, followed by a long helix which forms a parallel coiled-coil
with a second Xrcc4 molecule to generate the dimer (Fig. 1A,
orange colour). In one of the crystal structures, interaction of
the coiled coils generated a dimer-of-dimers, but the func-
tional signiﬁcance of this higher order structure remains unclear
[36].
Human Lig4 is a 911-aminoacid protein that catalyses the join-
ing of breaks in the phosphodiester backbone of DNA [39]. Lig4
belongs to the family of ATP-dependent DNA ligases, but its func-
tions are speciﬁc to NHEJ and V(D)J recombination. All ATP ligases
Fig. 1. Puriﬁcation and electron microscopy of mouse Xrcc4. (A) Atomic structure of the truncated Xrcc4 dimer (residues 1–203 and 1–178 in each chain) [36]. (B) Native gel
electrophoresis of a 390bp DNA incubated with Xrcc4. Left panel shows the gel stained with ethidium bromide to reveal DNA whereas the right panel shows the same gel
after silver staining. In the presence of DNA, Xrcc4migrates in native gels as two bands, one identical to that of the free proteins whereas a new band appears that is identiﬁed
as containing protein by silver staining and DNA (by staining with ethidium bromide). (C) Full length Xrcc4 was cross-linked using glutaraldehyde (GA) and analyzed in SDS
gels. (D) Results from the sedimentation velocity experiments of mouse Xrcc4 using analytical ultracentrifugation. (E) Puriﬁcation of mouse Xrcc4. As a ﬁnal puriﬁcation step
prior to any EM study, the protein was resolved in a glycerol gradient and the fractions analyzed in SDS gels. The fraction highlighted within a rectangle was selected for
subsequent EM analysis. (F) EM ﬁeld of puriﬁed Xrcc4. Arrows point to some representative views. Scale bar represents 45nm.
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contain a common catalytic core formed by aDNA-binding domain,
an nucleotidyltransferase (NTase) domain, and an OB-fold domain,
which catalyses DNA joining through a well-deﬁned three-step
reaction [40]. In Lig4 this catalytic core is followed by tandemBRCT
domains, which interact with the coiled-coil region of Xrcc4 via
a short inter-domain linker [37,38]. This Lig4–Xrcc4 interaction
is incompatible with tetramerisation of Xrcc4 [36,37,41]. A crys-
tal structure of the yeast ortholog of Xrcc4 (Lif1p) complexed to
the complete tandem BRCTs of the yeast ortholog of DNA ligase
IV (Lig4p) suggests a more extensive interaction with the coiled-
coil segment of Lif1p trapped between the BRCT domains of Lig4p
[42].
The atomic structural information for mammalian Lig4 is
restricted to the small inter-BRCT linker bound to Xrcc4 [37] and
the C-terminal tandem BRCTs bound to Xrcc4 [38]. In addition,
crystal structures for the tandem BRCT domains from the yeast
Lig4p [42], and the catalytic domain of the related DNA ligase I
(Lig1) [43] have been determined. The catalytic core of all eukary-
otic ATP-dependent DNA ligases shows a high degree of structural
and functional homology [44]. The core domains of eukaryotic Lig1
enclose the DNA into a ring-shaped structure essential to per-
form the ligation [43]. Interestingly, the atomic structure of the
archaeal ligase from Sulfolobus solfataricus in the absence of DNA
has a much extended conformation in which the OB-fold domain
moves apart from the adenylate domain to open the structure [45].
The switching between an open and a closed ring-shaped confor-
mation encircling the DNA seems to be required to complete DNA
ligation.
Some fragments of the LX complex have been studied by crys-
tallographic techniques, but the structure of full-length Xrcc4 and
the overall architecture of the mammalian DNA ligase IV–Xrcc4
complex remain obscure. Here, we use EM [14] to characterize the
structure of Xrcc4 and its complex with Lig4.
2. Materials and methods
2.1. Cloning and puriﬁcation of the human LX complex
Full-length human Xrcc4 (1–336 aminoacids) was cloned non-
directionally into the StuI sites of the multiple cloning site
downstream of the Polyhedrin promoter in pFastBacTM Dual (Invit-
rogen). Full-length human DNA ligase IV (1–911 aminoacids) was
cloned directionally into the BamHI and NotI sites of the multiple
cloning site downstream of the Polyhedrin promoter in pFastBacTM
(Invitrogen) to express in frame with an N-terminal hexameric
histidine tag. Positive cloneswere conﬁrmedby sequencing and co-
transfected into SF9 cells for expression of the DNA ligase IV–Xrcc4
complex. SF9 cells co-expressing the DNA ligase IV-Xrcc4 complex
were harvested by centrifugation and lysed by homogenization in
lysis buffer (250mM NaCl, 100mM Tris (pH 8.0), 5% (w/v) glyc-
erol) supplemented with EDTA free protease inhibitors (Roche).
The supernatant was clariﬁed by centrifugation at 48,384× g for
60min using a Beckman JA-20 rotor, passed through a 0.5m ﬁl-
ter and passed over Talon resin (Clontech) equilibrated with lysis
buffer. LX complex immobilised on Talon resin was then washed
with lysis buffer supplemented with 5mM imidazole and eluted in
buffer containing 50mM NaCl, 50mM Tris (pH 7.0) and 250mM
imidazole. Fractions containing the LX complex were identiﬁed
by SDS-PAGE and loaded onto a 5ml HiTrapTM Heparin HP (GE
Healthcare) column equilibrated in 50mM NaCl and 50mM Tris
(pH 7.0). The DNA ligase IV–Xrcc4 complex was eluted with a lin-
ear gradient from 50 to 1000mM NaCl in buffer containing 50mM
Tris (pH 7.0). Fractions containing the LX complex were subse-
quently pooled, diluted into a ﬁnal buffer of 50mM NaCl, 30mM
Tris (pH 8.0), 2mM DTT and loaded onto a 5ml HiTrapTM Q HP
(GE Healthcare) anion exchange column. The LX complex was then
eluted with a linear gradient from 50 to 600mM NaCl in buffer
containing 30mMTris (pH 8.0) and 2mMDTT. Finally, a size exclu-
sion chromatographic step using a 26/60 Superdex S200 column
(GE Healthcare) was employed to purify the DNA ligase IV–Xrcc4
complex to homogeneity. The LX complex containing a truncated
Xrcc4 version (residues 1–213) was produced following similar
methods. Mouse Xrcc4 was puriﬁed following similar procedures
using an N-terminal hexameric histidine tag on Xrcc4 and a Talon
column, followedbyaheparin columnandgelﬁltrationchromatog-
raphy.
2.2. Cross-linking of Xrcc4 using glutaraldehyde
Xrcc4 (1mg/ml) was incubated with glutaraldehyde (0.1%, ﬁnal
concentration) at 25 ◦C and several incubation times ranging from
20 s to up to 5min. Reactions were stopped by addition of sample
loading buffer and loaded directly to a 6% SDS gel. The non-
crosslinked and the cross-linked bands from the SDS gel were
excised and conﬁrmed to be mouse Xrcc4 by mass spectrometry
(results not shown). Cross-linked Xrcc4 was used only for analy-
sis of the oligomerization state of the protein by electrophoresis.
All other experiments, including all structural studies were always
performed using non-crosslinked protein.
2.3. Electrophoretic mobility shift assays
DNA binding reactionswere performed in 20mMHEPES pH 7.9,
2mM EDTA, 2mM EGTA, 5mM DTT, 12.5mMMgCl2, 37.5mM KCl,
25% glycerol by incubating a 390bp DNA (0.212ng/l) with the LX
complex for 1h at room temperature. The reactions were directly
loaded on a 5% native acrylamide gel separated by electrophoresis
in Tris-glycine buffer. Each gel was loaded with three lanes of the
same reactions and each lane for each reaction was either stained
with silver, stainedwith ethidiumbromide or subjected toWestern
blot to detect the presence of the His-tagged protein.
2.4. Electron microscopy and 3D reconstruction of Xrcc4 and the
LX complex
The quality of the electron microscopy images obtained for
both proteins was considerably enhanced when samples were re-
puriﬁed by glycerol gradient centrifugation immediately prior to
observation in the microscope. Therefore, all samples were run
in a 0–60% (for Xrcc4) and 30–70% (for LX) glycerol gradient in
a buffer containing 20mM Tris pH 8.0, 200mM NaCl, 1mM DTT.
The Xrcc4 gradient was loaded with 10l of sample at 1mg/ml
and centrifuged in a TLS-55 rotor in a Beckman TL-100 for 24h
at 36,000 rpm at 4 ◦C. For the LX complex 20l at 0.5 mg/ml
were loaded and centrifuged for 17h at 25,000 rpm. Fractionswere
analyzed in a 15% SDS electrophoresis. To avoid the presence of
aggregates in the EM images, the fractionmigrating in the gradient
at the lower molecular weight was selected and directly applied to
carbon-coated grids andnegatively stainedwith 2%uranyl formate.
Observations were performed in a JEOL 1230 electron microscope
operating at 100kV, and micrographs were recorded at a nomi-
nal magniﬁcation of 40,000× under low dose conditions. Images
were digitized using a MINOLTA Dimage Scan Multi Pro scanner
at 2400 dpi and averaged to a ﬁnal 5.2Å/px. The contrast trans-
fer function of the microscope for each micrograph was estimated
using CTFFIND3 [46] and corrected using Bsoft [47]. 6916 images of
individual molecules for Xrcc4 and 7848 for the LX complex were
extracted using EMAN [48]. Initial analysis of the data was per-
formed in 2D by reference-free classiﬁcation of the dataset using
2Dmaximum-likelihoodmethods [49] implemented inXMIPP [50].
To reconstruct the 3D structure of Xrcc4, reference-free averages
were used to build an initial template by common lines [51]. Mod-
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elswere reﬁned using EMAN [48] andmaximum likelihood (ML3D)
[52] and 2-fold symmetry was assumed all through reﬁnement.
Given the elongated shape of Xrcc4, reconstruction was performed
using only the elongated side views where the molecule rotates
along its longitudinal axis. Resolution was estimated with the FSC
of two independent reconstructions built fromeven and oddhalves
of the particle dataset using the eotest command in EMAN [48] as
37.4Å using the 0.5 correlation coefﬁcient. The volume was ren-
dered using UCSF Chimera [53]. Comparisons between 2D averages
were performed using SPIDER [54].
2.5. Modelling full length Xrcc4 and ﬁtting into the EM map
Models obtained from the Robetta server
(http://www.robetta.org/) [55] were used to build homo-dimers
by their alignment with the N-terminal head domain of each of
the monomers of the published atomic structure of a truncated
Xrcc4 (PDB ﬁle 1FU1). These dimers were then used for the
ﬁtting experiments. All ﬁttings were carried out by an exhaustive
6-dimensional search using ADP EM [56]. During the search, the
atomic structures were ﬁltered to the resolution of the target EM
structure.
2.6. Mapping the N-terminal His-tag of Lig4 and the C-terminus
of Xrcc4 within the LX complex
Lig4–Xrcc4 complexes where the ligase contains a His-tag at
its N-terminus were incubated with a molar excess of a Ni-NTA-
Nanogold derivative (Nanoprobes) comprising a gold particle of
1.8nm in diameter following the indications of the manufacturer.
17.5l of LX sample (0.5mg/ml) was dialysed to remove DTT
and subsequently incubated with 17.5l of nanogold (11M) for
45min. The conjugates were puriﬁed by size exclusion chromatog-
raphy in a Superdex 200 column equilibratedwith 20mMTris–HCl
pH 8.0, 200mM NaCl and 25% glycerol. Controls were performed
with either protein or gold alone or in the presence of 300mM imi-
dazole in the incubation and equilibration buffer. The presence of
protein and gold in the fractions was followed by its absorbance at
280 and 420nm respectively according to the instructions of the
manufacturer. SDS-PAGE of the peaks conﬁrmed the presence of
the LX complex. Freshly puriﬁed gold conjugates were applied to
carbon-coated EM grids and visualised in the electron microscope
after negative staining with uranyl formate. 1428 particles were
extractedwith EMAN [48] and reference-free 2D averages obtained
with XMIPP [50]. In a separate set of experiments, 3428 images of
an LX complex comprising a truncated version of Xrcc4 that con-
tains residues 1–213but lacks its C-terminal domainwere analysed
following similar procedures to those described above for the gold
labelling. Reference-free 2D averages of truncated LX were aligned
and compared using SPIDER [54] with 2D averages of full length
LX.
2.7. GraFix
Cross-linking and puriﬁcation of a monomeric LX complex
using GraFix was performed following themethods described [57].
Brieﬂy, the puriﬁed human LX complex was loaded in a glycerol
gradient containing increasing concentrations of glutaraldehyde as
ﬁxation reagent to stabilize individualmacromolecular complexes,
and resolved by centrifugation. Fractions were analysed by SDS-
PAGE and the fractions enriched in cross-linked LX were detected
as a band with an apparent molecular weight of approximately
180kDa. The selected fraction was applied to an EM grid and anal-
ysedusing similarmethods to thosedescribedabove. 4201particles
were extracted and processed to obtain 2D averages.
3. Results
3.1. The C-terminus of Xrcc4 forms a dimeric globular domain
connected to the N-terminus by a coiled-coil
Three atomic structures of human Xrcc4 have been solved
spanning around 200 out of a total of 334 aminoacids [36–38]
(Fig. 1A). These truncations might have contributed to crystalliza-
tion but the structure of the C-terminal third of Xrcc4 is completely
unknown. We have puriﬁed and analyzed the structure of full
length Xrcc4 using single particle electron microscopy (EM). Ini-
tial attempts to purify full length human Xrcc4 were unsuccessful.
We subsequently, expressed and puriﬁed mouse Xrcc4, which is
75% homologous to the human protein and 10 residues shorter
[28]. Mouse Xrcc4 behaved as a single band in SDS-PAGE with an
apparent molecular weight of ∼50kDa, an anomalous behaviour
that has been consistently observed by other groups [28], and is
most likely due to the extensive coiled-coil content of the pro-
tein (Fig. 1C–E). Puriﬁed Xrcc4 was able to bind duplex DNA in
an electrophoretic mobility shift assay (Fig. 1B). Analysis of its
oligomeric state by analytical ultracentrifugation (AUC) showed it
to be present primarily as a dimer (∼80% of the protein), with some
tetramers (∼5.5%), and also aggregates of higher molecular weight
(∼15%) (Fig. 1D). Therefore, dimeric Xrcc4 represented ∼93.5% of
all the non-aggregated protein. Conﬁrming the AUC experiments,
cross-linkingofXrcc4withglutaraldehyde revealedamajorband in
SDS-PAGEwithahighermolecularweight than thenon-crosslinked
material, roughly compatible with a dimer (Fig. 1C). In addition,
other components of higher molecular weight were also detected
after cross-linking (Fig. 1C).
Xrcc4 showed a propensity to aggregate on storage and was
therefore consistently re-puriﬁed by glycerol gradient centrifuga-
tion prior to being observed in the electron microscope, selecting
only those fractions corresponding to the lower molecular weight
(Fig. 1E). For all the structural studies Xrcc4 was not cross-
linked and it was observed in the electron microscope after
staining (Fig. 1F). Images of individual molecules were extracted
(Fig. 2A) and processed using two-dimensional maximum like-
lihood reference-free alignment and averaging methods [49]
(Fig. 2B). These averages revealed an elongated molecule most
likely corresponding to side views of Xrcc4 dimers with different
rotational orientation around their longitudinal axis. Interestingly,
theseaveragesexhibiteda regionofhighdensity at eachendof their
longitudinal axis, suggesting the presence of globular domains at
both ends of Xrcc4 (Fig. 2B).
We then performed a 3D reconstruction of full-length mouse
Xrcc4 using only side view images and applying 2-fold symme-
try along the longitudinal axis. Due to the lowmolecular weight of
the Xrcc4 dimer (∼76kDa), at the limit attainable by single-particle
electronmicroscopy, the reconstruction revealedonly the envelope
of the full length Xrcc4 structure at a resolution of ∼37Å (Fig. 2C),
but this was sufﬁcient to uncover some structural information of
the full-length protein. Xrcc4 appeared as a long molecule show-
ing globular domains at both ends, being the top end wider and
reminiscent of the low resolution shape of the N-terminal head in
Xrcc4 (see top view in Fig. 2C, ii). The two globular ends appeared
connected by a thin density (Fig. 2C, i).
To further characterize the globular C-terminal domain
of Xrcc4, we generated several hypothetical models of full
length mouse Xrcc4 constructed using the Robetta Server
(http://robetta.bakerlab.org/) [55], and these were compared with
the EM data. The atomic coordinates of the human protein (PDB
ﬁle 1FU1) were used as the template for homology modelling of
the mouse Xrcc4 structure from residues 1–212, whereas the C-
terminal region was modelled de novo. For this C-terminal end, the
Robetta algorithm consistently predicted a globular domain com-
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Fig. 2. Three-dimensional structure of full-length Xrcc4. (A) Gallery of selected raw single molecule images of Xrcc4 extracted from the micrographs. (B) Selected reference-
free 2D averages of Xrcc4. (C) 3D reconstruction of Xrcc4 showing one of atomic model produced by Robetta ﬁtted within the EMmap. Colour codes as in Fig. 1A. (D) Some of
the models for full length mouse Xrcc4 predicted by Robetta (shown as homo-dimers) that ﬁtted into the EM structure with high correlation (>0.80). (E) Some of the Robetta
predictions which displayed lower correlation values when ﬁtted into the EM structure. (F) A computationally generated projection from the atomic structure of truncated
Xrcc4 (PDB ﬁle 1FU1) (left panel) and the Robetta model shown in (D) after being ﬁltered at low resolution (30Å) (middle panel), and the 3D reconstruction of Xrcc4 shown
in (C) (right panel).
prisedmainly of loops and some-helices (Fig. 2D and E, only some
of the models shown). The main difference among models was
the relative orientation of the predicted C-terminal domain with
respect to the longitudinal axis of Xrcc4. We then tested which of
this repertoire ofmodels could better account for the experimental
densities obtained using EM. An extensive search was performed
where the ﬁtting between eachRobettamodel and the EMmapwas
screened. All top solutions revealed that the N-terminal region in
Xrcc4ﬁttedadequatelywithin the topdomainof the reconstruction
whereas thebottomendcouldhold theglobular C-terminal domain
(Fig. 2C, i). Those Robetta models showing C-terminal domains
closely packed to the coiled-coil produced ﬁtting solutions with
high correlation values (>0.80) (Fig. 2D). On the other hand, those
models where the C-terminal domain protruded outwards of the
main longitudinal body of Xrcc4 (Fig. 2E) ﬁtted worse to the EM
structure. Noteworthy, the goal of this modelling was not to pro-
duce a high resolution “structure” of the C-terminus of Xrcc4, but to
evaluate our experimental evidence showing that the C-terminus
of Xrcc4 is a globular domain and proposing several likely conﬁgu-
rations of this domain compatiblewith the low resolution structure
of full-length Xrcc4.
The atomic structure of truncated Xrcc4 (PDB 1FU1) and the
Robetta model were also ﬁltered to produce low-resolution vol-
umeswhose 2D projections could be compared to projections from
the experimental 3D reconstruction (Fig. 2F). While 2D projections
of the volume for the truncated Xrcc4 crystal structure showed
just one globular domain connected to a thin extension, those of
the Robetta model and the 3D reconstruction of Xrcc4 revealed a
consistent density of protein at each end of the molecule, support-
ing that the C-terminal region of Xrcc4 has a globular structure
(Fig. 2F).
3.2. Puriﬁcation and electron microscopy of the human
Lig4–Xrcc4 complex
We co-expressed full length human Xrcc4 and Lig4 from bac-
ulovirus vectors in insect cells, and puriﬁed a stable homogeneous
LX complex via an N-terminal His6-afﬁnity tag attached to Lig4
(Fig. 3A). The composition of the puriﬁed complex was conﬁrmed
byWestern blot (Fig. 3A) andmass spectrometry (data not shown).
This baculovirus-expressed complex was previously shown to be
active in double-stranded DNA ligation assays [58] (P. Jeggo, per-
sonal communication). Additionally, the puriﬁed LX complex was
found to recognise DNA in vitro (Fig. 3B). To avoid aggregation,
the sample was re-puriﬁed using glycerol gradients and without
cross-linking prior to the EM analysis. A fresh fraction correspond-
ing to the molecular weight of the LX complexes in the gradient
was applied to EM grids (Fig. 3C). Images of individual molecules
were extracted (Fig. 3D) and processed in 2D using reference-free
alignment procedures [49] (Fig. 3E). The individual molecules and
the 2D averages revealed an elongatedmolecule with amore bulky
appearance than Xrcc4.
To further support that the images observed corresponded to a
monomeric species, we used GraFix, a sample preparation method
for EM where complexes are resolved by glycerol gradient cen-
trifugation in the presence of a gradient of a mild chemical ﬁxation
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Fig. 3. Puriﬁcation and electron microscopy of the LX complex. (A) SDS gel of the puriﬁed LX complex. Right panels: Western blot using antibodies speciﬁc against either
component of the complex. (B) Native gel electrophoresis of a 390bp DNA incubated with the LX complex. Left panel shows the gel stained with ethidium bromide whereas
the right panel shows the same gel after silver staining. The LX complex is found to interact with DNA. (C) Typical EM ﬁeld containing particles of the LX complex (arrows).
Scale bar represents 80nm. (D) A gallery of single particles extracted from themicrographs. (E) Reference-free 2D averages of the LX complex. (F) The LX samplewas analysed
using GraFix (see text) and the fraction enriched in monomeric complexes (indicated) was observed in the electron microscope. Reference-free averages are shown in the
bottom panels. (G) 2D averages of the LX complex show two distinctive ends.
[57]. Fractionswere analysed by SDS-electrophoresis and a fraction
greatly enriched in ﬁxed monomeric LX complexes was identiﬁed
by an apparent molecular weight compatible with one molecule
of Lig4 bound to a dimeric Xrcc4 (∼180kDa) (Fig. 3F). This frac-
tionwasobserved in the electronmicroscopeand2Dreference-free
averages obtained as described before. These revealed dimensions
and a generalmorphology similar to those averages obtained in the
absence of ﬁxation (Fig. 3F, bottom panel).
A typical 2D average of the LX complex consisted of a longitu-
dinal molecule with a narrow end at the bottom and a signiﬁcantly
wider end at the top (Fig. 3G). The length of the longitudinal axis
of LX is consistent with the longitudinal dimension of Xrcc4. Fur-
thermore, the long Xrcc4 molecule could only be accommodated
into the EM images of the LX complex by aligning its longitudi-
nal axis with the longitudinal axis of the LX complex. As a result,
the C-terminal and N-terminal domains of Xrcc4 likely locate at
either end of the LX average image. The thin appearance of the
bottom narrow end suggests that this would most likely corre-
spond to the thin C-terminal end determined in the 3D structure
of Xrcc4 (Fig. 2C). The large density observed in the wider end of
LX, which is absent in the images of Xrcc4, must therefore account
for the Lig4 molecule bound to Xrcc4. Lig4 seems to interact pref-
erentially with one of the ends of Xrcc4, likely the N-terminal end.
We performed a double labelling strategy to verify this model (see
below).
Datasets corresponding to images of the LX complex with and
without cross-linking were processed using angular reﬁnement
methods and a combination of several image processing strategies
to deﬁne the 3D structure of the complex. Despite intense efforts, a
consistent 3D reconstructionwas not obtained. Three-dimensional
structures were reﬁned but given the comparatively low molecu-
lar weight of the LX complex and the overall globular appearance
of the 3D reconstructions obtained (not shown), the interpretation
of the maps greatly depended on the ﬁtting of atomic structures
which we were unable to perform with an acceptable degree of
certainty and lack of ambiguity. Furthermore, analysis of the struc-
tural homogeneity of the complex using several image processing
strategies such as maximum likelihood [52] revealed that some
heterogeneity in the conformation of LX might be at least par-
tially responsible for our difﬁculties to solve a consistent structure.
Nevertheless, the 2D averages obtained were mapped using two
labelling strategies (see below), permitting their interpretation and
the proposal of a model for the arrangement of Xrcc4 and Lig4 in
the complex.
3.3. Mapping the C-terminus of Xrcc4 in the LX complex
We located the position of the C-terminus of Xrcc4 in the images
of LX by purifying and analysing in the electronmicroscope a com-
plex between Lig4 and a C-terminal truncated version of Xrcc4
(residues 1–213) missing its C-terminal domain. Reference-free
averagesof the truncatedLXcomplexwereobtained (Fig. 4A)which
revealed a signiﬁcantly smaller molecule compared to full length
LX. Such a reduction in the length of LX after removal of just a
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Fig. 4. Mapping the C-terminus of Xrcc4 within the LX complex. (A) Reference-free 2D averages of the truncated LX complex. (B) Reference-free averages of the truncated LX
complex were classiﬁed and correlated with 2D averages of the full-length complex. Each line shows (i) a 2D average of the LX complex and (ii) 2D averages of truncated LX
after alignment with the speciﬁc average shown in (i); (iii) difference images (major difference shown in red colour) between the aligned pair of averages of truncated and
full length LX. Arrows point towards the region of the EM structure missing in the truncated LX complex. (For interpretation of the references to colour in this ﬁgure legend,
the reader is referred to the web version of the article.)
small domain could only be compatible with the C-terminus of
Xrcc4 locating at the narrow bottom end of the images (Fig. 3G).
Whereas removal of this tip would signiﬁcantly reduce the length
of the complex, truncation of a portion of the largewider endwould
still generate a truncatedmolecule almost as long as the full-length
complex.
When these averages of the truncated complex lacking Xrcc4
C-terminal end were aligned and correlated with averages of the
full-length LX complex (Fig. 4B), the majority aligned to the wider
end, supporting that this end comprises the N-terminus of Xrcc4
and a signiﬁcant part of Lig4. In addition, calculation of the dif-
ference map between both averages after alignment (Fig. 4B, iii,
major differences highlighted in red) located the missing region
in truncated LX at the narrower end of the full length complex
(Fig. 4B, arrows). In summary, this labelling strategy strongly sup-
ported that the C-terminal domain of Xrcc4 locates at the narrow
end of the 2D average images of LX and that, therefore, the wider
endwould contain the N-terminus of Xrcc4 and the core of the Lig4
(Fig. 3G).
3.4. Mapping the N-terminus of Lig4 in the LX complex by gold
labelling
We mapped the location of the catalytic core of Lig4 in the
images of the LX complex by gold-labelling. We took advantage of
the presence of an accessible N-terminal hexahistidine tag on Lig4
to directly ﬁnd the position of its N-terminus. LX was incubated
with a large excess of aNi-NTA-conjugated 1.8nmgold particle and
thegold-boundLXcomplexeswerepuriﬁedby size-exclusion chro-
matography (Fig. 5A). LX protein and the gold co-eluted in a single
peak (identiﬁed by absorbance at 280nm and 420nm respectively)
(Fig. 5A). Co-elution of gold and protein was not observed in the
presence of imidazole (data not shown) conﬁrming that the gold
interaction was speciﬁc to the His-tag. The relative ratio of occu-
pancyof gold toprotein, calculated fromtheabsorbancevalues,was
∼65%. Many of the images of the puriﬁed gold-labelled LX complex
contained one black spot typical of a 1.8nm gold particle (Fig. 5B).
These images and the reference-free averages derived from them
clearly showed that the gold spot was placed in the proximity to
one of the ends of the molecule and apparently closer to the outer
face of the molecule (Fig. 5C). These 2D averages could correspond
to various orientations of the LX complex, but we also found side
views where the narrow and the wide ends of the molecule were
discernible (Fig. 5D). In these, the gold label was found within the
wider end, placing themost likely location of the N-terminus of the
ligase.
4. Discussion
Xrcc4 and Lig4 form a complex in vivo that fully ligates two
completely disconnected DNA ends during NHEJ and during V(D)J
recombination. Previous crystallographic studies have provided
structural information about a truncated Xrcc4 lacking the C-
terminal third of the molecule [36–38]. Very likely, this truncation
helped produce a stable fragment suitable for crystallization. Xrcc4
C-terminal domain contains phosphorylation sites for DNA-PKcs
and is phylogenetically conserved [59], suggesting a regulatory role
duringNHEJ. Therefore, some structural information of this domain
in the context of the full complexwould be desirable.Wehave used
single-particle electron microscopy to visualise Xrcc4 and reveal
for the ﬁrst time the 3D architecture of a mammalian full-length
Xrcc4, albeit at low resolution. We ﬁnd that the C-terminal region
of Xrcc4 is a globular domain located at the opposite end of the
N-terminal domain. Our predictions suggest that the C-terminus
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Fig. 5. Mapping the N-terminus of Lig4 in the LX complex by gold labelling. (A) Chromatographic proﬁles for the incubation of the LX complex (containing N-terminal
His-tagged Lig4) with a Ni-NTA-conjugated gold particle. The gold–LX complex is detected by the selective absorbance of gold and protein. A SDS-PAGE analysis of the
peak is shown as an insert. (B) Gallery of selective gold–protein complexes extracted from the micrographs. (C) Reference-free 2D averages of gold-labelled LX images. (D)
Experiments shown in Figs. 4 and 5 point to the narrow region of the LX images as the area truncated after removing the C-terminus of Xrcc4, whereas the wider end holds
the gold-labelled N-terminus of Lig4. (E) Model of the 3D architecture of the LX complex.
of Xrcc4 may be comprised predominantly of loops and some -
helices. We observe that dimers are the major form of full length
Xrcc4, both in isolation and in the LX complex, which agrees with
previous observations [37,41].
The analysis of electron microscopy images of a monomeric
complex between human Xrcc4 and Lig4 provides structural infor-
mation about the overall organization of this complex. The side
view images of DNA ligase IV–Xrcc4 reveal a narrow and a wide
end at opposite sides of an elongatedmolecule. The visual compar-
ison between these images and the structure of full-length Xrcc4
suggested that the narrow end could correspond to the smaller C-
terminal globular domain of Xrcc4 and, consequently, the wider
endwould comprise to the N-terminus of the Xrcc4 plus the ligase.
These assumptions were supported by a double labelling strategy
(Fig. 5D).
We can propose the following model for the 3D architecture of
the complexbetweenhumanXrcc4 andDNA ligase IV (Fig. 5E). DNA
ligase IV comprises an N-terminal catalytic core followed by tan-
dem BRCT repeats [40]. The C-terminal BRCTs embrace the central
coiled-coil of Xrcc4 [37,38,42], whereas the catalytic core would
locate in the proximities of the N-terminus of Xrcc4. An interest-
ing feature of the LX complex is that the density assigned to the
catalytic core of the ligase protrudes outwards from the complex.
It is therefore possible that the BRCTs could provide a connection
between the ligase and Xrcc4 whereas the linker between these
BRCTsand thecatalyticdomainsof Lig4maypermit a certaindegree
of structural ﬂexibility to accommodate their positioning and con-
formation to the requirements of the DNA repair reaction. The
fact that we have been unable to reﬁne the dataset of LX images
into a consistent 3D structure, and our ﬁnding of some degree of
conformational heterogeneity in the dataset might reﬂect some
movement of the catalytic domains of the ligase within the com-
plex. Still, the images of LX are compact and the density does not
“smear-out” over a broad area, suggesting that there might only
be a limited degree of conformational freedom between the Xrcc4-
bound BRCTs scaffold and the catalytic domains in the absence of
DNA. The core domains of Lig4 are found to be proximal to the
N-terminal region of Xrcc4 and the N-terminal segments of the
coiled-coil, and maybe, some interactions between Xrcc4 and Lig4
at this level could restrict the movements between Xrcc4 and the
ligase.
Given our actual knowledge of the ligase reaction, it is expected
that the conformation of Lig4 catalytic domains would change
signiﬁcantly when productively engaging DNA during the repair
process. In this context, the BRCTs could provide a strong link of
the ligase with Xrcc4while allowing certain structural ﬂexibility of
the core catalytic domains when binding DNA. A limited freedom
ofmovement of the catalytic domains of Lig4 with respect to Xrcc4
might be needed to facilitate the ligation of diverse conﬁgurations
of damaged DNA.
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